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1.	  INTRODUCCIÓN	  	  Las	   funciones	  que	   realizan	   los	   seres	  vivos	  pueden	  clasificarse,	  de	   forma	  muy	  esquemática,	   en:	   funciones	   vitales	   (Ej.	   actividad	   neuronal,	   cardiaca	   o	   respiratoria),	  funciones	  reducibles	  (Ej.	  crecimiento)	  y	  funciones	  prescindibles	  (Ej.	  reproducción).	  Sea	  cual	  sea	  el	  tipo	  de	  función	  que	  se	  realice,	  esta	  siempre	  requiere	  de	  un	  gasto	  de	  energía	  y,	  por	  ello,	  está	  supeditada	  a	  la	  disponibilidad	  de	  recursos	  energéticos.	  Dada	  la	  trascendencia	  para	  el	  mantenimiento	  de	  la	  vida	  de	  conocer,	  de	  manera	  exacta	   y	   continuada,	   la	   disponibilidad	   de	   recursos	   con	   la	   que	   se	   cuenta	   en	   cada	  momento,	   los	   organismos	   se	   han	   dotado	   de	   multitud	   de	   señales	   que	   informan	   de	   la	  necesidad	  perentoria	  de	  buscar	  fuentes	  energéticas	  o,	  por	  el	  contrario,	  de	  lo	  innecesario	  de	   esa	  búsqueda	  en	  un	  momento	   concreto.	  El	   origen	  de	   las	   señales	  de	   insuficiencia	  o	  suficiencia	  energética	  puede	  ser	  central	  o	  periférico,	  mientras	  que	  el	  procesamiento	  de	  esta	  información	  se	  lleva	  a	  cabo,	  preferentemente,	  a	  nivel	  del	  sistema	  nervioso	  central	  (SNC).	   En	   función	   de	   si	   la	   información	   recibida	   por	   el	   SNC	   es	   de	   insuficiencia	   o	  suficiencia	   de	   recursos,	   la	   sensación	   será	   de	   hambre	   o	   de	   saciedad,	   por	   lo	   que	   las	  señales	  que	  transmiten	  esta	   información,	  sea	  cual	  sea	  su	  origen,	  reciben	  el	  nombre	  de	  orexigénicas	   o	   anorexigénicas,	   respectivamente.	   La	   información	   vehiculada	   por	   las	  señales	  orexigénicas	  desencadena	  respuestas	  encaminadas	  a	  la	  obtención	  de	  alimentos,	  mientras	  que	   la	  vehiculada	  por	   las	  señales	  anorexigénicas	  desencadena	   las	  respuestas	  contrarias.	  En	   condiciones	   de	   suficiencia	   energética,	   el	   organismo	   cuenta	   con	   la	   energía	  suficiente	  como	  para	  llevar	  a	  cabo	  todas	  sus	  funciones	  y	  además,	  acumular	  el	  exceso	  de	  la	   misma	   en	   forma	   de	   depósitos	   en	   el	   hígado,	   el	   músculo	   y	   el	   tejido	   adiposo.	   En	  situaciones	   de	   insuficiencia	   moderada	   de	   recursos,	   el	   organismo	   debe	   decidir	   si	  prescinde	  de	  alguna(s)	  de	  sus	  funciones	  o	  si	  reduce	  la	  actividad	  de	  una	  parte	  de	  ellas	  y,	  finalmente,	   en	   caso	   de	   escasez	   manifiesta	   de	   los	   mismos,	   que	   funciones	   sacrifica	   y	  cuales	  mantiene.	  En	   este	   contexto,	   la	   función	   reproductora,	   si	   bien	   es	   imprescindible	   para	   el	  mantenimiento	  de	  las	  especies,	  es	  prescindible	  para	  la	  vida	  de	  cada	  organismo	  concreto,	  lo	  que	  determina	  su	  absoluta	   subordinación	  a	   la	  disponibilidad	  energética.	  En	   la	   tesis	  que	  presentamos	  nos	  hemos	  propuesto	  profundizar	  en	  el	   conocimiento	  del	  papel	  que	  tienen	   las	   señales	   que	   vehiculan	   la	   información	   sobre	   los	   recursos	   energéticos	  disponibles	  en	   la	  puesta	  en	  marcha	  y	  mantenimiento	  de	   la	   función	  reproductora	  y	   las	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consecuencias	  que	  las	  alteraciones	  de	  las	  mismas	  en	  diferentes	  periodos	  del	  desarrollo	  pueden	  tener,	  a	  corto	  y	  largo	  plazo,	  sobre	  dicha	  función.	  En	  esta	  introducción	  haremos	  primero	  un	  repaso	  de	  las	  señales	  que	  median	  la	  información	   sobre	   las	   disponibilidades	   energéticas	  del	   organismo,	   a	   continuación	  nos	  detendremos	   en	   el	   análisis	   de	   las	   señales	   que	   intervienen	   en	   el	   control	   de	   la	   función	  reproductora	   y	   finalizaremos	   la	   misma	   con	   el	   análisis	   de	   los	   conocimientos	   actuales	  acerca	  de	  las	  señales	  que	  participan	  en	  el	  control	  integrado	  del	  balance	  energético	  y	  la	  reproducción	  y	  de	  su	  organización	  funcional	  a	  lo	  largo	  del	  desarrollo.	  	  
1.1.	  BALANCE	  ENERGÉTICO	  	  Todas	   las	   funciones	  que	   se	   realizan	  en	   los	   seres	  vivos	   requieren	  un	  gasto	  de	  energía.	   En	   los	   seres	   vivos	  unicelulares	   o	  pluricelulares	  muy	   simples,	   la	   obtención	  de	  recursos	   energéticos	   para	   el	   desempeño	   de	   sus	   funciones	   es	   absolutamente	  dependiente	  del	  medio	  que	  los	  rodea.	  Por	  el	  contrario,	  en	  los	  seres	  vivos	  pluricelulares	  más	   complejos	   se	  han	  desarrollado	  una	   serie	  de	  mecanismos	  que	  permiten,	   al	  menos	  durante	   un	   tiempo,	   el	   desarrollo	   de	   todas	   las	   funciones	   que	   estos	   realizan	   con	  independencia	  de	  la	  oferta	  de	  recursos	  que	  haya	  en	  el	  medio	  en	  un	  momento	  dado.	  Los	  mecanismos	  que	  la	  evolución	  ha	  diseñado	  permiten	  el	  almacenamiento	  de	  energía	  en	  depósitos	  cuando	   la	  disponibilidad	  de	  recursos	  supera	  a	   las	  demandas	  y	   la	  movilización	   de	   la	   energía	   almacenada	   en	   estos	   cuando	   las	   necesidades	   superan	   a	   la	  oferta	  del	  medio	  externo.	  Para	  que	  estos	  mecanismos	  de	  almacenaje/movilización	  sean	  eficaces,	   el	   organismo	  debe	   estar	   informado	  en	   todo	  momento	  de	   la	  magnitud	  de	   sus	  reservas	  para	  abastecerse	  de	  recursos	  si	  es	  escasa	  o	  dejar	  de	  buscarlos	  si	  es	  suficiente.	  La	  información	  sobre	  la	  disponibilidad	  energética	  va	  vehiculada	  por	  una	  serie	  de	  señales,	  de	  origen	  central	  y	  periférico,	  que	  informan	  al	  SNC	  para	  que	  este,	  en	  función	  de	   la	   información	   recibida,	   ponga	   en	   marcha	   fenómenos	   de	   conducta	   tendentes	   a	   la	  búsqueda	  o	  no	  de	  recursos	  energéticos.	  En	   los	   siguientes	   apartados	   analizaremos,	   más	   detalladamente,	   el	   papel	   de	  estas	  señales	  en	  el	  control	  de	  la	  ingesta	  y	  del	  balance	  energético.	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1.1.1.	   REGULADORES	   CENTRALES	   DEL	   BALANCE	  
ENERGÉTICO	  	  Los	   primeros	   trabajos	   que	   sugerían	   un	   papel	   del	   SNC	   en	   la	   regulación	   de	   la	  homeostasis	  energética	   fueron	  publicados	  a	  mediados	  del	  siglo	  pasado.	  Estos	   trabajos	  pioneros	   fueron	   realizados	   en	   roedores	   y	   mostraron	   que	   la	   lesión	   específica	   de	  determinadas	  zonas	  del	  hipotálamo	  inducían	  cambios	  en	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  (1,	  2).	  A	  partir	  de	  entonces,	  nuestros	  conocimientos	  sobre	  de	  la	  regulación	  hipotalámica	  de	  la	  homeostasis	   energética	   han	   ido	   creciendo	   de	   manera	   que,	   actualmente,	   se	   sabe	   que	  determinados	  núcleos	  hipotalámicos	   forman	  circuitos	  neuronales	   interconectados	  que	  van	   a	   responder	   a	   cambios	   en	   el	   estado	   energético	   y	   metabólico	   del	   organismo	   con	  modificaciones	  de	   la	   expresión	  y	   liberación	  de	  determinados	  neuropéptidos	  que,	   a	   su	  vez,	  modifican	  la	  ingesta	  y	  el	  gasto	  energético	  (3,	  4).	  	  
1.1.1.1.	   REDES	   NEURONALES	   Y	   NÚCLEOS	   HIPOTALÁMICOS	  
IMPLICADOS	  EN	  EL	  CONTROL	  DEL	  BALANCE	  ENERGÉTICO	  	  	  Las	   neuronas	   hipotalámicas	   se	   agrupan	   en	   una	   serie	   de	   núcleos	   que	   se	  disponen,	   de	   manera	   bilateral,	   en	   torno	   al	   tercer	   ventrículo	   (3V).	   Los	   núcleos	   se	  distribuyen	  en	  tres	  zonas:	  1)	  la	  anterior,	  rostral	  o	  supraóptica;	  2)	  la	  medial	  o	  tuberal	  y	  3)	  la	  posterior,	  caudal	  o	  mamilar.	  A	   continuación,	   se	   describirán	   los	   principales	   núcleos	   hipotalámicos	   y	   su	  localización	  en	  las	  diferentes	  áreas	  (Figura	  1).	  El	  hipotálamo	   anterior	   está	   constituido	  por	  neuronas	  que	   se	  agrupan	  en	  el	  área	   preóptica	   (POA)	   medial	   y	   lateral,	   el	   área	   hipotalámica	   anterior,	   el	   núcleo	  supraóptico	   (SON),	   el	   núcleo	   paraventricular	   (PVN),	   el	   núcleo	   supraquiasmático	   y	   el	  núcleo	   parvocelular	   periventricular.	   Las	   neuronas	   de	   los	   SON	   y	   PVN	   constituyen	   los	  componentes	   esenciales	   del	   hipotálamo	   rostral	   y	   sus	   axones	   se	   proyectan,	  fundamentalmente,	  hacia	  la	  neurohipófisis	  (5).	  El	  hipotálamo	  medio	   está	   formado	  por	  neuronas	  que	  se	  agrupan	  en	  el	  área	  hipotalámica	  lateral	  (LHA),	  el	  área	  hipotalámica	  dorsal	  (DHA),	  el	  núcleo	  infundibular	  o	  arcuato	  (ARC),	  el	  núcleo	  ventromedial	  (VMN)	  y	  el	  núcleo	  dorsomedial	  (DMN).	  Estos	  tres	  últimos	   núcleos	   constituyen	   los	   principales	   componentes	   de	   la	   porción	   medial	   y	   los	  axones	   de	   sus	   neuronas	   se	   proyectan,	   fundamentalmente,	   hacia	   los	   capilares	   de	   la	  eminencia	  media	  (5,	  6).	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El	  hipotálamo	   posterior	   lo	   constituyen	  neuronas	  que	  se	  agrupan	  en	  el	  área	  hipotalámica	   posterior	   (PHA),	   los	   cuerpos	   mamilares,	   el	   núcleo	   mamilar	   y	   el	   núcleo	  intercalado.	  
	  
Figura	  1.	  Distribución	  de	  los	  diferentes	  núcleos	  hipotalámicos	  en	  torno	  al	  3V	  (tomada	  de	  (7)).	  PVN:	  
núcleo	   paraventricular;	   DMN:	   núcleo	   dorsomedial;	   LHA	   área	   hipotalámica	   lateral;	   VMN:	   núcleo	  
ventromedial;	  ARC:	  núcleo	  arcuato.	  	   1.1.1.1.1.	  NÚCLEO	  ARC	  
	  El	   núcleo	  ARC	   está	   considerado	   el	   principal	   centro	   regulador	   de	   la	   ingesta	   a	  nivel	   hipotalámico.	   Se	   encuentra	   situado	   en	   la	   base	   del	   3V,	   justo	   por	   encima	   de	   la	  eminencia	  media.	  Esto	  es	  importante	  ya	  que,	  en	  esta	  zona,	  la	  barrera	  hematoencefálica	  (BBB,	   del	   inglés	   blood	   brain	   barrier)	   está	   especialmente	   modificada,	   de	   manera	   que	  permite	  la	  llegada	  a	  este	  núcleo	  de	  péptidos	  y	  proteínas	  circulantes	  como	  los	  péptidos	  YY1-­‐36	  y	  PYY3-­‐36	  (PYY1-­‐36	  y	  PYY3-­‐36),	  la	  leptina,	  la	  insulina	  o	  el	  péptido	  similar	  a	  glucagón	  (GLP-­‐1)	  (8,	  9).	  El	   núcleo	   ARC	   está	   constituido	   principalmente	   por	   dos	   subpoblaciones	  neuronales	  que	  integran	  señales	  implicadas	  en	  el	  control	  de	  la	  ingesta	  y	  la	  homeostasis	  energética.	   Una	   de	   estas	   subpoblaciones	   se	   encuentra	   situada	   en	   la	   zona	   media	   del	  núcleo	   y	   contiene	   las	   denominadas	   neuronas	   NPY/AgRP	   (neuropéptido	   Y/péptido	  relacionado	   con	   agouti)	   que	   proyectan	   sus	   axones	   hacia	   otros	   núcleos	   hipotalámicos,	  mayoritariamente	  hacia	  el	  PVN	  y	  hacia	  otras	  neuronas	  del	  propio	  núcleo	  ARC	  (Figura	  
2).	  La	  otra	  subpoblación	  de	  este	  núcleo	  se	  ubica	  en	  la	  zona	  lateral	  del	  mismo	  y	  contiene	  las	  denominadas	  neuronas	  POMC/CART	  (proopiomelanocortina/tránscrito	  relacionado	  con	  cocaína	  y	  anfetamina)	  (10)	  (Figura	  2).	  	  
LHA LHA
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Figura	   2.	  Representación	   esquemática	   de	   las	   principales	   poblaciones	   neuronales	   que	   regulan	   la	  
ingesta	  en	  el	  ARC.	  Cuando	  los	  niveles	  de	  insulina	  y	  leptina	  circulantes	  se	  encuentran	  elevados	  (tras	  
la	   ingesta	   de	   alimentos),	   se	   va	   a	   producir	   una	   activación	   de	   los	   receptores	   presentes	   en	   las	  
neuronas	  de	  primer	  orden	  del	  ARC,	  lo	  que	  provocará	  la	  estimulación	  de	  las	  neuronas	  POMC/CART	  y	  
la	   inhibición	  de	   las	  neuronas	  NPY/AgRP	  (respuesta	  anorexigénica).	  Estas	  neuronas,	  van	  a	  actuar	  
sobre	   otros	   núcleos	   hipotalámicos	   (como	   el	   PVN)	   constituidos	   por	   las	   denominadas	   neuronas	   de	  
segundo	  orden,	  regulando	  la	  ingesta	  y	  el	  gasto	  energético	  (modificado	  de	  (11)).	  	  Las	   neuronas	  NPY/AgRP	   sintetizan	  NPY,	   un	   péptido	   de	   36	   aminoácidos	   (aa)	  que	   juega	   un	   papel	   clave	   en	   la	   regulación	   hipotalámica	   de	   la	   homeostasis	   energética	  (12-­‐14).	  A	  pesar	  de	  que	  se	  expresa	  fundamentalmente	  en	  el	  ARC,	  el	  NPY	  se	  encuentra	  ampliamente	   distribuido	   por	   el	   SNC	   y	   ejerce	   sus	   acciones	   tras	   su	   interacción	   con	  receptores	  Y,	  de	   los	  que	  se	  han	  descrito	  6	  tipos	  denominados	  Y1-­‐Y6	  (15).	  Este	  péptido	  está	  considerado	  como	  uno	  de	  los	  más	  potentes	  estimuladores	  de	  la	  ingesta.	  Así,	  se	  ha	  demostrado	   que	   su	   administración	   central	   estimula	   la	   ingesta	   y	   disminuye	   el	   gasto	  energético	  por	  alteraciones	  en	   la	  termogénesis	  del	   tejido	  adiposo	  pardo	  o	  mediante	   la	  inhibición	  del	  eje	  tiroideo	  (16,	  17).	  Las	  neuronas	  NPY/AgRP	  también	  sintetizan	  AgRP,	  un	  neuropéptido	  capaz	  de	  estimular	  la	  ingesta	  por	  inhibir	  las	  acciones	  de	  la	  hormona	  estimuladora	  de	  melanocitos	  α	   (α-­‐MSH)	   al	   antagonizar	   sus	   receptores	   tipo	   4	   (18).	   La	   inactivación	   de	   las	   neuronas	  NPY/AgRP	   en	   ratones	   adultos	   provocó	   hipofagia	   y	   delgadez,	   evidenciándose	   el	   papel	  fundamental	   de	   las	   mismas	   en	   la	   regulación	   de	   la	   homeostasis	   energética	   (19,	   20).	  Además	   de	   la	   liberación	   de	   NPY	   y	   AgRP,	   algunas	   de	   estas	   neuronas	   liberan	   ácido	   γ	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aminobutírico	  (GABA),	  que	  actúa	  de	  forma	  paracrina	  inhibiendo	  neuronas	  POMC/CART	  adyacentes.	  	  Las	  neuronas	  POMC/CART	  sintetizan	  POMC,	  que	  es	  el	  precursor	  de	   la	  α-­‐MSH	  (21).	  Esta	  hormona	  va	  a	  ejercer	  sus	  acciones	  anorexigénicas	  tras	  su	  interacción	  con	  los	  receptores	   MCR,	   de	   los	   que	   se	   han	   descrito	   5	   tipos	   (MCR1-­‐MCR5)	   (22-­‐26).	   Estas	  neuronas	  proyectan	  sus	  axones	  hacia	  otros	  núcleos	  hipotalámicos	  como	  el	  DMN,	  LHA,	  el	  área	  perifornical	  (PFA)	  y	  el	  PVN	  (27).	  Las	   neuronas	   POMC/CART	   también	   sintetizan	   CART,	   que	   está	   considerado	  como	  el	  tercer	  transcrito	  más	  abundante	  en	  el	  hipotálamo.	  Además	  de	  su	  expresión	  en	  el	  núcleo	  ARC,	  también	  se	  ha	  descrito	  la	  expresión	  de	  CART	  en	  el	  DMN,	  LHA	  y	  PVN	  (28).	  Estudios	   en	   modelos	   animales	   y	   farmacológicos	   han	   demostrado	   que	   CART	   es	   un	  péptido	   anorexigénico	   cuya	   expresión	   en	   el	   núcleo	   ARC	   disminuye	   en	   situaciones	   de	  ayuno	  (28,	  29).	  	  1.1.1.1.2.	  VMN	  	  El	  VMN	  está	  considerado	  un	  centro	  receptor	  ya	  que	  recibe	  proyecciones	  de	  las	  neuronas	  NPY/AgRP	  y	  POMC/CART	  del	  núcleo	  ARC	  y	  en	  sus	  neuronas	  hay	  receptores	  para	   responder	   a	   señales	   tanto	   de	   origen	   central	   como	   periférico	   (leptina,	   ghrelina,	  estrógenos	   o	   neuropéptidos)	   (30-­‐32).	   Se	   admite	   que	   este	   núcleo	   es	   uno	   de	   los	  principales	   centros	   de	   saciedad	   del	   SNC	   (1,	   2),	   como	   demuestra	   el	   hecho	   de	   que	   su	  lesión	   induce	   un	   grave	   cuadro	   de	   hiperfagia	   y	   obesidad	   (33).	   Contiene	   neuronas	   que	  sintetizan	  el	  factor	  neurotrófico	  derivado	  del	  cerebro	  (BDNF),	  un	  inhibidor	  de	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  cuya	  expresión	  y	  actividad	  están	  moduladas	  por	  el	  estado	  nutricional	  (34,	  35).	   Las	  neuronas	  del	  VMN	  proyectan	   sus	   axones	  hacia	   los	  núcleos	  ARC,	  DMN,	  LHA	  y	  hacia	  el	  núcleo	  del	  tracto	  solitario	  (NTS)	  (36-­‐38).	  	  1.1.1.1.3.	  DMN	  
	  Se	   han	   encontrado	   evidencias	   de	   que	   el	   DMN	   también	   está	   implicado	   en	   la	  regulación	  de	  la	  ingesta.	  Así,	  se	  ha	  observado	  que	  la	  destrucción	  de	  este	  núcleo	  produce	  un	  cuadro	  de	  hiperfagia	  y	  obesidad,	   aunque	  el	   efecto	  es	  mucho	  menos	  dramático	  que	  cuando	   se	   lesiona	   el	   VMN	   (33,	   39).	   Una	   evidencia	   adicional	   que	   ha	   apoyado	   la	  implicación	  de	  este	  núcleo	  en	  la	  regulación	  de	  la	  ingesta,	  es	  que	  recibe	  proyecciones	  de	  las	  neuronas	  NPY/AgRP	  del	  núcleo	  ARC	  (36).	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1.1.1.1.4.	  PVN	  	  El	   PVN	   está	   situado	   en	   la	   parte	   anterior	   del	   hipotálamo,	   próximo	   a	   la	   zona	  superior	   del	   3V	   y	   se	   ha	   descrito	   que	   su	   destrucción	   cursa	   con	   hiperfagia.	   La	  administración	   directa	   en	   el	   PVN	   de	   casi	   todos	   los	   compuestos	   orexigénicos	   y	  anorexigénicos	   conocidos	   va	   a	   alterar	   el	   apetito,	   lo	   que	   demuestra	   la	   presencia	   de	  receptores	  para	  estas	  sustancias	  en	  las	  neuronas	  que	  lo	  constituyen	  y	  su	  importancia	  en	  el	  control	  de	  la	  ingesta	  (36).	  El	   PVN	   integra	   las	   señales	   procedentes	   de	   numerosas	   zonas	   del	   SNC,	  incluyendo	  el	   tronco	  cerebral	   (40),	   aunque	   la	   actividad	  de	   sus	  neuronas	   se	  encuentra	  modulada,	  fundamentalmente,	  por	  neuropéptidos	  procedentes	  del	  núcleo	  ARC.	  En	  este	  sentido,	  las	  neuronas	  POMC/CART	  que	  proyectan	  desde	  el	  núcleo	  ARC	  van	  a	  liberar	  α-­‐MSH	  en	  el	  PVN,	  lo	  que	  va	  a	  potenciar	  la	  liberación	  de	  GABA	  (neuropéptido	  inhibitorio)	  por	   parte	   de	   las	   interneuronas	   GABAérgicas	   que	   se	   encuentran	   en	   este	   núcleo	  reduciendo,	   a	   través	   de	   este	   mecanismo,	   la	   ingesta	   de	   alimentos.	   Por	   otro	   lado,	   las	  neuronas	   NPY/AgRP	   que	   proyectan	   desde	   el	   núcleo	   ARC	   van	   a	   liberar	   sus	  neuropéptidos	  en	  el	  PVN	  provocando	  una	   inhibición	  de	  esta	  señalización	  GABAérgica,	  actuando	   sobre	   segundos	   mensajeros	   y	   sobre	   el	   receptor	   MC4R	   y,	   por	   estos	  mecanismos,	  estimulando	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  (41).	  	  1.1.1.1.5.	  LHA	  Y	  PFA	  	  El	  LHA	  y	  el	  PFA	  están	  considerados	  como	  "centros	  del	  hambre"	  ya	  que	  se	  ha	  demostrado	  que	  las	  lesiones	  en	  esas	  áreas	  inducen	  la	  aparición	  de	  un	  fenotipo	  delgado.	  Tanto	   el	   LHA	   como	   el	   PFA	   se	   caracterizan	   por	   tener	   dos	   poblaciones	   principales	   de	  neuronas:	   las	   que	   sintetizan	   orexinas	   A	   y	   B	   (OX-­‐A	   y	   OX-­‐B,	   también	   llamadas	  hipocretinas)	  y	  las	  que	  sintetizan	  la	  hormona	  concentradora	  de	  melanina	  (MCH),	  ambos	  neuropéptidos	   orexigénicos	   (42,	   43).	   Diversos	   estudios	   basados	   en	   la	   administración	  central	   de	   las	  OX-­‐A	   y	   B	   han	   demostrado	   que	   ambos	   péptidos	   estimulan	   la	   ingesta	   de	  alimentos	   (la	   OX-­‐A	   de	   forma	   más	   efectiva	   que	   la	   B),	   posiblemente	   a	   través	   de	   su	  interacción	  con	  los	  receptores	  OXR-­‐1	  y	  OXR-­‐2	  (43).	  Las	  neuronas	  que	  sintetizan	  OX	  y	   las	  que	  sintetizan	  MCH	  van	  a	  proyectar	  sus	  axones	   hacia	   diversos	   núcleos	   hipotalámicos	   y	   zonas	   extrahipotalámicas,	   abarcando	  desde	   el	   PVN,	   el	   núcleo	   ARC,	   el	   NTS	   o	   el	   núcleo	   dorsal	   motor	   del	   vago,	   hasta	   áreas	  relacionadas	  con	  el	  sueño,	  la	  memoria	  o	  el	  aprendizaje.	  Ambos	  tipos	  neuronales	  reciben	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axones	  de	  neuronas	  que	   liberan	  POMC	  y	  NPY,	  sugiriendo	  que	  su	  función	  estimuladora	  de	   la	   ingesta	   podría	   estar	  mediada	   por	   el	   sistema	   de	  melanocortinas	   del	   núcleo	   ARC	  (44).	  Las	  neuronas	  del	  PFA	  son	  muy	  sensibles	  a	  NPY,	   siendo	  esta	   sensibilidad	   incluso	  mayor	  que	  la	  que	  presentan	  las	  neuronas	  del	  PVN	  (45).	  	  
1.1.1.2.	   OTRAS	   ZONAS	   DEL	   SNC	   IMPLICADAS	   EN	   EL	   CONTROL	   DEL	  
BALANCE	  ENERGÉTICO	  	  
	  1.1.1.2.1.	  TRONCO	  CEREBRAL	  
	  Al	   igual	  que	  el	  núcleo	  ARC,	  el	  NTS	  se	  encuentra	  en	  una	   localización	  donde	   la	  BBB	   se	   encuentra	   debilitada,	   de	   manera	   que	   va	   a	   responder	   a	   señales	   periféricas	  circulantes	   y,	   además,	   va	   a	   recibir	   fibras	   nerviosas	   aferentes	   vagales	   del	   trato	  gastrointestinal	   y	   glosofaríngeas	   (46).	   Se	   ha	   demostrado	   que	   existen	   extensas	  conexiones	   neuronales	   recíprocas	   entre	   el	   hipotálamo	   y	   el	   tronco	   cerebral,	  particularmente	  entre	  las	  neuronas	  hipotalámicas	  y	  el	  NTS	  (47,	  48).	  	  Las	  neuronas	  del	  NTS	  expresan	  receptores	  Y1	  e	  Y5	  para	  NPY	  (49,	  50)	  y	  MCR4	  para	  α-­‐MSH,	  y	  además	  van	  a	  expresar	  péptidos	  derivados	  de	  POMC,	  lo	  que	  evidenciaría	  la	  presencia	  de	  un	  sistema	  de	  melanocortinas	  independiente	  del	  existente	  en	  el	  núcleo	  ARC	   (51).	   Estos	   datos	   ponen	   de	   manifiesto	   la	   importancia	   de	   NTS	   como	   centro	  integrador	  de	  señales	  de	  saciedad	  (4,	  39).	  	  1.1.1.2.2.	  CEREBELO	  
	  Varios	  estudios	  anatómicos,	  funcionales	  y	  de	  comportamiento	  han	  demostrado	  la	   implicación	   del	   cerebelo	   en	   la	   regulación	   de	   la	   ingesta.	   Así,	   se	   ha	   descrito	   que	   las	  lesiones	   del	   cerebelo	  pueden	  provocar	  disminución	  de	   la	   ingesta	   y	   del	   peso	   corporal.	  Aunque	  los	  mecanismos	  que	  subyacen	  esta	  regulación	  todavía	  no	  se	  conocen	  bien,	  una	  serie	  de	  estudios	  han	  mostrado	  que	  existen	  vías	  nerviosas	  que	  conectan	  directamente	  y/o	  indirectamente	  al	  cerebelo	  con	  varios	  centros	  importantes	  del	  control	  de	  la	  ingesta,	  como	   el	   hipotálamo	   o	   el	   NTS.	   Además,	   se	   ha	   comprobado	   que	   las	   sensaciones	   de	  hambre	  y	  saciedad	  producen	  activación	  cerebelar	  (52).	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1.1.1.2.3.	  HIPOCAMPO	  
	  El	  hipocampo	  está	  relacionado	  con	  la	  memoria	  y	  el	  aprendizaje	  pero,	  además,	  también	  está	   implicado	  en	   la	  regulación	  de	   la	   ingesta,	  ya	  que	  expresa	  receptores	  para	  señales	  metabólicas	  como	  insulina	  y	  leptina	  (53)	  y,	  algunas	  de	  sus	  neuronas,	  sintetizan	  BDNF	  (54).	  El	  consumo	  de	  una	  dieta	  alta	  en	  grasas	  se	  ha	  asociado	  con	  una	  disminución	  de	  la	  capacidad	  de	  aprendizaje	  y	  la	  memorización,	  efectos	  que	  podrían	  estar	  mediados	  por	  una	  disminución	  de	  la	  expresión	  de	  BDNF	  en	  el	  hipocampo.	  Adicionalmente,	  se	  ha	  comprobado	   en	   modelos	   animales	   con	   deficiencias	   en	   la	   síntesis	   de	   BNDF,	   que	   este	  déficit	   produce	   hiperfagia	   y	   obesidad	   como	   consecuencia	   de	   un	   aumento	   de	   la	  frecuencia	  de	  ingesta	  (55,	  56).	  	  
1.1.2.	   REGULADORES	   PERIFÉRICOS	   DEL	   BALANCE	  
ENERGÉTICO	  
	  
1.1.2.1.	  HORMONAS	  DEL	  TEJIDO	  ADIPOSO	  	  1.1.2.1.1.	  LEPTINA	  	  La	  leptina	  es	  un	  péptido	  de	  167	  aa	  que	  se	  sintetiza	  en	  el	  tejido	  adiposo	  a	  partir	  de	  la	  transcripción	  del	  gen	  ob	  (57-­‐59).	  Por	  ello,	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  son	  un	  reflejo	  directo	  de	  la	  cantidad	  de	  tejido	  adiposo	  y,	  con	  ello,	  de	  la	  magnitud	  de	  las	  reservas	  energéticas	  de	  un	  individuo.	  En	  este	  sentido,	  un	  aumento	  de	   los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  se	  correlaciona	  con	  un	  aumento	  de	  la	  masa	  grasa,	  mientras	  que	  una	  disminución	  se	  asocia	  a	  una	  disminución	  de	  los	  depósitos	  energéticos	  (60).	  Se	  ha	  demostrado	  que	  la	  inactivación	  del	  gen	  ob	  provoca	  graves	  desajustes	  en	  la	  homeostasis	  del	  peso	  corporal,	  induciendo	  un	  fenotipo	  extremadamente	  obeso	  (61).	  La	  leptina	  ejerce	  sus	  acciones	  interaccionando	  con	  receptores	  de	  la	  familia	  de	  las	   citoquinas	   (62).	   Existen	   varias	   isoformas	   del	   receptor	   de	   la	   leptina	   que	   se	  denominan:	  Ob-­‐Ra-­‐Ob-­‐Rf.	  Todas	  las	  isoformas	  comparten	  el	  dominio	  extracelular,	  pero	  difieren	  en	  la	  longitud	  de	  sus	  dominios	  transmembrana	  y	  citosólico,	  siendo	  Ob-­‐Rb	  la	  de	  mayor	  longitud	  (63).	  Ob-­‐Rb	  es	  la	  principal	  isoforma	  que	  va	  a	  mediar	  las	  acciones	  de	  la	  leptina	   en	   la	   regulación	   de	   la	   ingesta	   y	   se	   va	   a	   expresar,	   fundamentalmente,	   en	   los	  núcleos	  hipotalámicos	  ARC,	  VMN	  y	  DMN,	  en	  el	  LHA,	  en	  el	  área	  preóptica	  medial	  (mPOA)	  (27,	  64)	  y	  en	  determinadas	  zonas	  del	  tronco	  cerebral	  implicadas	  en	  la	  regulación	  de	  la	  ingesta	  (65).	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Una	  vez	  que	  la	  leptina	  atraviesa	  la	  BBB,	  va	  a	  actuar	  inhibiendo	  la	  actividad	  de	  las	   neuronas	   orexigénicas	   NPY/AgRP	   y	   activando	   a	   las	   neuronas	   anorexigénicas	  POMC/CART	  (28,	  66).	  En	  el	  LHA,	  el	  receptor	  de	  leptina	  se	  expresa	  en	  las	  neuronas	  que	  producen	   los	   neuropéptidos	   orexigénicos	   MCH	   y	   OX,	   de	   manera	   que	   al	   unirse	   a	   su	  receptor,	  la	  leptina	  induce	  una	  disminución	  de	  la	  liberación	  de	  estos	  péptidos	  y,	  en	  esta	  forma,	  inhibe	  la	  ingesta	  y	  el	  gasto	  energético	  (67).	  	  MECANISMOS	  DE	  ACCIÓN	  DE	  LA	  LEPTINA	  	   La	  leptina	  va	  a	  llevar	  a	  cabo	  sus	  acciones	  sobre	  ingesta	  tras	  interaccionar	  con	  el	   receptor	   Ob-­‐Rb	   (LRb).	   Este	   receptor	   posee	   actividad	   tirosin-­‐quinasa	   asociada	   de	  manera	   que,	   al	   unirse	   al	   mismo,	   la	   leptina	   permite	   la	   unión	   al	   receptor	   de	   tirosin-­‐quinasas	   JAK2,	   que	   se	   activan	   e	   inician	   las	   rutas	   de	   señalización	   intracelular	   de	   la	  hormona	  (68).	  Una	  vez	  se	  activa,	  JAK2	  va	  a	  fosforilar	  a	  otras	  quinasas	  JAK2	  y	  a	  ciertos	  residuos	   de	   tirosina	   del	   receptor,	   fosforilaciones	   que	   van	   a	   proporcionar	   un	   sitio	   de	  anclaje	  para	  otras	  proteínas	  que	  mediarán	   las	  acciones	  de	   la	   leptina	  sobre	  sus	  células	  diana	  (69).	  Se	   han	   descrito	   tres	   rutas	   intracelulares	   de	   señalización	   mediadas	   por	   la	  leptina,	  dos	  a	  partir	  de	  fosforilaciones	  del	  receptor	  y	  otra	  a	  partir	  de	  fosforilaciones	  en	  JAK2	  (Figura	  3).	  La	  primera	  ruta	  se	  inicia	  con	  la	  fosforilación	  del	  residuo	  Tyr985	  del	  receptor.	  Una	  vez	   fosforilado,	  el	   receptor	  va	  a	  reclutar	  y	  a	  activar	  a	  GRB2,	   iniciando	   la	  ruta	  que	  provocará	  la	  activación	  de	  ERK	  1/2,	  estimulando	  así	  la	  expresión	  génica	  (70).	  La	   segunda	   ruta	   es	   considerada	   la	   principal	   vía	   de	   señalización	   acoplada	   al	  receptor	   de	   leptina,	   es	   la	   denominada	   ruta	   JAK2-­‐STAT3.	   Ésta	   comienza	   con	   la	  fosforilación	   del	   residuo	   Tyr1138	   del	   receptor,	   lo	   que	   reclutará	   al	   factor	   de	  transcripción	   STAT3,	   que	   se	   activará	   mediante	   fosforilación	   en	   tirosina	   por	   JAK2.	  STAT3	   formará	   dímeros	   con	   otras	   proteínas	   STAT3	   y	   se	   desplazará	   al	   núcleo	   para	  regular	   la	   transcripción	   de	   determinados	   genes,	   entre	   los	   que	   se	   encuentra	   SOCS3,	  proteína	  que	   va	   a	  modular,	   por	   retroalimentación	  negativa,	   la	   activación	  de	   la	   propia	  ruta	   (70).	   Se	  ha	  descrito	  que	   esta	   ruta	   también	   está	   regulada	  por	   la	  proteína	   tirosina	  fosfatasa	  PTP1B	  (71).	  Por	   último,	   la	   tercera	   ruta	   se	   inicia	   con	   la	   fosforilación	   en	   tirosina	   de	   JAK2	  durante	  la	  activación	  del	  LRb,	  lo	  que	  va	  a	  estimular	  su	  unión	  al	  sustrato	  del	  receptor	  de	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la	   insulina	   (IRS-­‐1/2),	   activando	   la	   ruta	   de	   la	   fosfatidilinositol	   3	   quinasa	   (PI3K)	   (70)	  (Figura	  3)	  que	  se	  describirá	  en	  detalle	  en	  el	  apartado	  1.2.2.1.	  	  	  
Figura	  3.	  Esquema	  representativo	  de	  las	  distintas	  rutas	  intracelulares	  que	  median	  las	  acciones	  de	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documentado	   una	   correlación	   inversamente	   proporcional	   entre	   la	   concentración	  plasmática	  de	  adiponectina	  y	  la	  adiposidad	  (75).	  Su	   papel	   en	   el	   control	   de	   la	   homeostasis	   energética	   se	   basa,	   entre	   otros,	   en	  datos	   obtenidos	   en	   ratones	   donde	   su	   administración	   periférica	   produce	   una	  disminución	   del	   peso	   corporal,	  mediada	   en	   parte	   por	   una	  mayor	   oxidación	   de	   ácidos	  grasos	   en	   el	   músculo,	   sin	   que	   la	   ingesta	   se	   vea	   afectada	   (76).	   Adicionalmente,	   se	   ha	  demostrado	  que	  la	  administración	  central	  de	  adiponectina	  reduce	  el	  peso	  corporal,	  un	  efecto	  que	  parece	  estar	  mediado	  por	  el	  sistema	  de	  melanocortinas	  hipotalámicas	  (77).	  
	  
1.1.2.2	  HORMONAS	  PANCREÁTICAS	  
	  1.1.2.2.1.	  INSULINA	  	  La	  insulina	  es	  una	  hormona	  peptídica	  de	  51	  aa,	  sintetizada	  y	  secretada	  por	  las	  células	  β	  del	  páncreas.	  Entre	  otras	  acciones,	  la	  insulina	  actúa	  como	  un	  regulador	  a	  largo	  plazo	  de	  la	  ingesta,	  el	  balance	  energético	  y	  la	  adiposidad	  corporal	  (78).	  La	  liberación	  de	  la	   hormona	   por	   el	   páncreas	   aumenta	   rápidamente	   tras	   la	   ingesta	   de	   alimentos,	  ejerciendo	  un	  efecto	  anorexigénico	  a	  través	  sus	  acciones	  a	  diferentes	  niveles	  del	  SNC,	  al	  que	   accede	   atravesando	   la	   BBB	   de	   manera	   similar	   a	   la	   leptina.	   Los	   receptores	   de	  insulina	   están	   ampliamente	   distribuidos	   por	   el	   SNC	   (79).	   En	   el	   hipotálamo,	   estos	  receptores	  se	  expresan	  mayoritariamente	  en	  núcleos	  relacionados	  con	  la	  regulación	  de	  la	  ingesta	  tales	  como	  el	  ARC,	  el	  DMN	  y	  el	  PVN	  (80).	  La	  administración	  central	  de	  insulina	  induce	  una	  disminución	  de	  la	  ingesta	  y	  el	  peso	   corporal	   en	   roedores	   y	   primates	   (4,	   81).	   Se	   ha	   propuesto	   que	   las	   acciones	  anorexigénicas	   ejercidas	   a	   nivel	   hipotalámico	   por	   la	   hormona	   están	  mediadas	   por	   la	  inhibición	   de	   NPY	   y	   el	   sistema	   de	   melanocortinas	   (82,	   83).	   Diferentes	   resultados	  obtenidos	  de	  estudios	  con	  modelos	  genéticos	  alterados	  apoyan	  esta	  implicación	  directa	  de	   la	   insulina	   en	   el	   control	   hipotalámico	   de	   la	   homeostasis	   energética.	   Así,	   la	  disminución	   selectiva	   de	   la	   expresión	   de	   receptores	   de	   insulina	   en	   determinados	  núcleos	  hipotalámicos	  cursa	  con	  hiperfagia	  e	  incremento	  de	  los	  depósitos	  grasos	  (84).	  
	  MECANISMOS	  DE	  ACCIÓN	  DE	  LA	  INSULINA	  	   La	   insulina	   va	   a	   ejercer	   sus	   acciones	   a	   través	   de	   su	   unión	   a	   un	   receptor	  específico	   (IR)	   localizado	  en	   la	  membrana	  plasmática	  de	   la	  mayor	  parte	  de	   las	  células	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del	  organismo	  y,	  muy	  especialmente,	  en	  hígado,	  músculo	  y	  tejido	  adiposo.	  El	  IR	  es	  una	  glicoproteína	  tetramérica	  compuesta	  por	  dos	  subunidades	  α	  y	  dos	  β,	  unidas	  entre	  sí	  por	  puentes	   disulfuro.	   Las	   subunidades	   α	   se	   sitúan	   en	   la	   parte	   exterior	   de	   la	   membrana	  plasmática	  y	  contienen	  el	   sitio	  de	  unión	  a	   la	   insulina.	  Las	  subunidades	  β	  atraviesan	   la	  membrana	   y	   se	   caracterizan	   por	   poseer	   actividad	   tirosina-­‐quinasa	   intrínseca,	   lo	   que	  confiere	  al	  IR	  un	  papel	  destacado	  como	  señalizador	  intracelular	  de	  la	  hormona	  (85).	  Tras	   la	   unión	   de	   la	   insulina	   al	   IR,	   se	   activa	   la	   actividad	   tirosina-­‐quinasa	  intrínseca	  del	  receptor	  y	  se	  fosforilan	  varios	  residuos	  de	  tirosina	  presentes	  en	  el	  propio	  receptor	   o	   en	   los	   sustratos	   del	   receptor	   de	   insulina	   (Familia	   IRS	   1-­‐4)	   (85,	   86).	   Estas	  fosforilaciones	   iniciarán	   la	   cascada	  de	   transducción	  de	   la	   señal	  mediante	   la	  activación	  de	   tres	   rutas	   diferentes:	   la	   ruta	   de	   la	   PI3K,	   la	   CAP/Cb1/TC10	   y	   la	   ruta	   de	   las	  MAPK	  (Figura	  4).	  La	  vía	  PI3K,	  también	  llamada	  ruta	  metabólica,	  es	  la	  vía	  principal	  por	  la	  que	  la	  insulina	  ejerce	  sus	  acciones	  metabólicas.	  PI3K	  es	  una	  enzima	  heterodimérica	  que	  posee	  una	  subunidad	  catalítica	  p110	  y	  otra	  reguladora	  p85	  que	  va	  a	  unirse	  a	  IRS	  a	  través	  de	  su	  dominio	   SH2,	   permitiendo	   su	   activación.	   Una	   vez	   activa,	   PI3K	   va	   a	   catalizar	   la	  transformación	   de	   fosfatidilinositol	   difosfato	   (PIP-­‐2)	   en	   fosfatidilinositol	   trifosfato	  (PIP3),	  lo	  que	  promoverá	  la	  activación	  de	  la	  quinasa	  PDK1	  que,	  a	  su	  vez,	  va	  a	  fosforilar	  y	  a	  activar	  a	  la	  serina/treonina	  quinasa	  AKT	  (también	  denominada	  proteína	  quinasa	  B	  o	  PKB)	   (87).	   AKT	   actúa	   fosforilando	   y	   regulando	   la	   actividad	   de	   varias	   proteínas	  relacionadas	   con	   múltiples	   aspectos	   de	   la	   fisiología	   celular,	   entre	   las	   cuales	   se	  encuentran	  mTOR,	   la	   proteína	   quinasa	   C	   (PKC),	   la	   quinasa	   de	   la	   glucógeno	   sintasa	   3	  (GSK3),	   el	   factor	   de	   transcripción	   FOXO1	   o	   el	   transportador	   de	   glucosa	   4	   (GLUT4),	  proteínas	  que	  son	  críticas	  para	  que	   la	   insulina	  medie	  sus	  efectos	  metabólicos	  (88,	  89)	  (Figura	  4).	  La	   ruta	   CAP/Cbl/TC10	   parece	   desempeñar	   un	   papel	   importante	   en	   la	  captación	  de	  glucosa	  por	  el	  músculo	  mediada	  por	  insulina	  (90).	  Esta	  ruta	  se	  va	  a	  iniciar	  con	   la	   fosforilación	   en	   tirosina	   del	   sustrato	   del	   receptor	   de	   insulina,	   Cb1,	   que	   está	  asociado	  a	  la	  proteína	  adaptadora	  CAP.	  Cuando	  el	  complejo	  Cb1-­‐CAP	  se	  fosforila,	  se	  va	  a	  desplazar	  a	  la	  membrana	  plasmática	  y	  va	  a	  reclutar	  a	  la	  proteína	  adaptadora	  Crk	  que,	  a	  su	   vez,	   formará	   un	   complejo	   con	   la	   proteína	   intercambiadora	   de	   guanina,	   C3G.	  Posteriormente,	   C3G	   interaccionará	   con	   la	   proteína	   TC10,	   activándola	   mediante	   la	  transformación	   de	   GTP	   a	   GDP	   (91).	   Finalmente,	   TC10	   actuará	   sobre	   segundos	  mensajeros	  que	  permitirán	  la	  activación	  y	  translocación	  hacia	  la	  membrana	  plasmática	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del	   GLUT4	   (activación	   paralela	   junto	   con	   la	   estimulación	   mediada	   por	   la	   ruta	   PI3K)	  (Figura	  4).	  En	   la	   ruta	   MAPK,	   también	   llamada	   mitogénica,	   el	   sustrato	   del	   receptor	   de	  insulina	  Grb2	  se	  va	  a	  unir	  a	  los	  residuos	  fosforilados	  en	  tirosina	  de	  IRS	  y/o	  Shc	  a	  través	  de	   sus	   dominios	   SH2,	   activándose	   y	   reclutando	   a	   la	   proteína	   SOS	   (proteína	  intercambiadora	   del	   nucleótido	   guanina)	   y	   formando	   un	   complejo	   que	   activará	   a	   la	  proteína	  Ras.	  Una	  vez	  activada,	  Ras	  actuará	  como	  un	  interruptor	  molecular	  estimulando	  una	   cascada	   de	   tres	   proteínas	   serina	   quinasa,	   Raf,	   MEK	   y	   ERK	   (85).	   Al	   activarse	   la	  proteína	   quinasa	   ERK,	   se	   desplazará	   hacia	   el	   núcleo,	   donde	   fosforilará	   determinadas	  proteínas	   que	   iniciarán	   la	   transcripción	   de	   genes	   implicados	   en	   la	   proliferación	   y	  diferenciación	  celular	  (92)	  (Figura	  4).	  
	  
Figura	  4.	  Representación	  de	  las	  tres	  principales	  rutas	  intracelulares	  que	  median	  las	  acciones	  de	  la	  
insulina:	   la	   ruta	   de	   la	   fosfatidilinositol	   3-­‐quinasa	   (PI3K),	   la	   CAP/Cb1/TC10	   y	   la	   de	   las	   proteínas	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La	  administración	  periférica	  del	  PP	  disminuye	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  y	  reduce	  el	  peso	  corporal	   (95),	  aunque	   también	  se	  han	  descrito	  efectos	  orexigénicos	  cuando	  se	  administra	  a	  nivel	  central	  (96).	  
	  
1.1.2.3	  HORMONAS	  GASTROINTESTINALES	  
	  1.1.2.3.1.	  PYY	  
	  El	  PYY	  se	  sintetiza	  en	   las	  células	  L	  del	   tracto	  gastrointestinal	  distal	   (97)	  y	  su	  liberación	  por	  las	  mismas	  se	  va	  a	  producir	  en	  función	  de	  las	  calorías	  ingeridas	  (98)	  y	  de	  la	   composición	   de	   la	   dieta	   (99).	   Se	   trata	   de	   un	   péptido	   de	   36	   aa,	   perteneciente	   a	   la	  familia	  del	  PP,	  que	  puede	  encontrarse	  en	  la	  circulación	  en	  dos	  formas	  principales,	  PYY1-­‐
36	  y	  PYY3-­‐36,	   siendo	  esta	  última	   la	  más	  abundante	   (100).	  El	  PYY1-­‐36	  ejerce	   sus	  acciones	  uniéndose	  a	   los	  receptores	  Y1,	  Y2,	  Y4	  e	  Y5,	  mientras	  que	  PYY3-­‐36	   tiene	  mayor	  afinidad	  por	  los	  receptores	  Y2,	  que	  se	  encuentran	  presentes,	  sobre	  todo,	  a	  nivel	  del	  núcleo	  ARC,	  el	   hipocampo,	   el	   intestino	   y	   el	   nervio	   vago.	   La	   administración	   periférica	   de	   PYY3-­‐36	  inhibe	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  y	  disminuye	  la	  ganancia	  de	  peso	  corporal	  (101),	  efectos	  que	   va	   a	   ejercer	   principalmente	   por	   inhibición	   de	   la	   actividad	   de	   las	   neuronas	  NPY/AgRP	  (102).	  	  1.1.2.3.2.	  GHRELINA	  	  La	   ghrelina	   es	   un	   péptido	   de	   28	   aa	   sintetizado,	   en	   su	   mayor	   parte,	   por	   las	  células	   oxínticas	   gástricas,	   aunque	   también	   se	   expresa	   en	   otros	   tejidos	   (103).	   La	  ghrelina	   es	   el	   ligando	   endógeno	   del	   receptor	   de	   secretagogos	   de	   GH	   (GHS-­‐R)	   y	   va	   a	  llevar	  a	   cabo	  un	  potente	  efecto	  orexigénico	  mediante	  su	  unión	  al	   receptor	  GHS-­‐R	   tipo	  1a,	  que	  se	  expresa	  en	  numerosos	  tejidos,	  incluido	  el	  hipotálamo.	  Antes	  de	   ser	   liberada,	   la	  ghrelina	   sufre	  un	  proceso	  de	  acilación,	   en	  el	   cual	   se	  transfiere	   una	   molécula	   de	   ácido	   N-­‐octanoico	   al	   grupo	   hidroxilo	   de	   la	   serina	   que	   se	  encuentra	  en	  posición	  3,	  adición	  esencial	  para	  su	  correcta	  unión	  con	  el	  receptor	  y	  para	  desempeñar	  sus	  acciones	  orexigénicas	  sobre	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  (104)(Figura	  5).	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Figura	   5.	   Estructura	   de	   la	   ghrelina	   en	   su	   forma	   acilada.	   La	   adición	   del	   grupo	  N-­‐octanoico	   a	   la	  
serina	  en	  posición	  3	  es	  esencial	  para	  su	  unión	  al	  receptor	  GHS-­‐R	  y	  para	  llevar	  a	  cabo	  la	  mayoría	  de	  
sus	  funciones	  biológicas.	  	  
	  La	   ghrelina	   es	   la	   señal	   orexigénica	   periférica	   más	   potente	   descrita	   hasta	   la	  fecha.	   Su	   administración,	   central	   o	   periférica,	   produce	   un	   incremento	   dosis-­‐dependiente	   de	   la	   ingesta	   en	   roedores	   (105).	   En	   humanos	   se	   ha	   descrito	   que,	   en	  situaciones	  de	  ayuno,	  se	  produce	  un	  aumento	  de	  ghrelina	  en	  plasma,	  disminuyendo	  tras	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  (106).	  Las	   acciones	   de	   la	   ghrelina	   sobre	   la	   ingesta	   de	   alimentos	   parecen	   estar	  mediadas,	   en	   gran	   parte,	   por	   su	   interacción	   directa	   con	   las	   neuronas	   NPY/AgRP	   y	  POMC/CART	   del	   núcleo	   ARC,	   regulando	   la	   liberación	   por	   las	  mismas	   de	   los	   péptidos	  orexigénicos	  y	  anorexigénicos	  que	  sintetizan	  (107,	  108).	  En	  este	  sentido,	  se	  ha	  descrito	  la	  expresión	  de	  ghrelina	  en	  un	  grupo	  de	  neuronas	  ubicadas	  cerca	  del	  3V	  que	  proyectan	  sus	   axones	   hacia	   las	   neuronas	   NPY/AgRP	   y	   POMC/CART,	   sobre	   las	   que	   actúan	  modificando	   su	   actividad	   (107).	   Por	   otra	   parte,	   algunos	   de	   los	   efectos	   de	   la	   ghrelina	  sobre	  ingesta	  parecen	  ir	  mediados	  por	  la	  interacción	  de	  la	  hormona	  con	  sus	  receptores	  en	  neuronas	  del	  VMN	  y	  del	  LHA	  (109).	  	  1.1.2.3.3.	  GLP-­‐1	  Y	  OXINTOMODULINA	  (OXM)	  	  El	  GLP-­‐1	  y	  la	  OXM	  son	  péptidos	  sintetizados,	  en	  su	  mayor	  parte,	  por	  las	  células	  L	   del	   intestino.	   Ambos	   se	   sintetizan	   a	   partir	   del	   procesamiento	   proteolítico	   del	  precursor	  pre-­‐proglucagón.	  Estos	  péptidos	  se	  van	  a	  liberar	  al	  torrente	  sanguíneo	  tras	  la	  ingestión	  de	  alimentos	  en	  proporción	  a	  las	  calorías	  ingeridas	  (39)	  y	  van	  a	  desempeñar	  sus	  acciones	  tras	  su	  interacción	  con	  el	  receptor	  GLP-­‐1R.	  Tanto	  la	  administración	  central	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de	  GLP-­‐1	  como	  la	  administración	  central	  o	  periférica	  de	  OXM	  tienen	  un	  marcado	  efecto	  anorexigénico	  en	  roedores	  (110,	  111).	  	  1.1.2.3.4.	  COLECISTOCININA	  (CCK)	  	  La	  CCK	  se	  sintetiza	  en	  el	  tracto	  gastrointestinal,	  especialmente	  en	  el	  duodeno	  y	  el	   yeyuno.	   Este	   péptido	   se	   libera	   al	   torrente	   sanguíneo	   tras	   la	   ingesta	   de	   alimentos,	  provocando	  una	  estimulación	  de	   la	   liberación	  de	  enzimas	  pancreáticas,	   la	   contracción	  de	   la	   vesícula	   biliar,	   un	   aumento	   de	   la	   motilidad	   intestinal	   y	   la	   inhibición	   del	  vaciamiento	   gástrico	   (112).	   Su	   administración	   inhibe	   la	   ingesta	   de	   alimentos,	  reduciendo	  el	  número	  y	  la	  duración	  de	  las	  comidas,	  siendo	  importante	  la	  activación	  del	  nervio	  vago	  para	  mediar	  estas	  acciones	  (113).	  	  	  
1.1.2.4.	  ESTEROIDES	  GONADALES	  	  Los	   esteroides	   gonadales	   llevan	   a	   cabo	   importantes	   acciones	   reguladoras	  sobre	   los	   sistemas	   de	   control	   de	   la	   ingesta	   y	   el	   peso	   corporal.	   Diversos	   estudios	   han	  demostrado	   que,	   tanto	   los	   estrógenos	   (E2)	   como	   los	   andrógenos,	   influyen	   de	  manera	  opuesta	   sobre	   la	   ingesta	   de	   alimentos,	   con	   efectos	   inhibidores	   y	   estimuladores,	  respectivamente	  (114).	  El	   efecto	   anorexigénico	  producido	  por	   los	  E2	  parece	   estar	   relacionado	   con	   la	  inhibición	  de	   la	  ghrelina	  (115).	  Además,	  se	  ha	  observado	  que	   los	  E2	  podrían	  alterar,	  a	  nivel	  central,	  la	  sensibilidad	  a	  la	  leptina	  y	  la	  insulina.	  Junto	  a	  sus	  efectos	  sobre	  la	  ingesta	  de	  alimentos,	  los	  E2	  modifican	  el	  patrón	  de	  distribución	  de	  la	  grasa	  corporal	  (116)	  así,	  la	  pérdida	  de	   los	  mismos	  tras	  ovariectomía	  (OVX)	  va	  a	  producir	  una	  mayor	  acumulación	  de	   grasa	   visceral,	   lo	   que	   contribuirá	   a	   aumentar	   el	   desarrollo	   de	   alteraciones	  metabólicas	  como	  resistencia	  a	  la	  insulina	  o	  dislipemia	  (116,	  117),	  una	  situación	  similar	  a	  la	  presentada	  en	  mujeres	  en	  la	  etapa	  post-­‐menopáusica.	  Los	   andrógenos,	   concretamente	   la	   testosterona	   (T),	   también	   van	   a	  desempeñar	   importantes	   funciones	  en	   la	  regulación	  de	   la	  homeostasis	  energética,	  con	  un	   efecto	   orexigénico.	   En	   este	   contexto,	   se	   ha	   demostrado	   en	   ratas	   que	   el	   exceso	   de	  andrógenos	  durante	  etapas	  tempranas	  del	  desarrollo	  provoca	  en	  hembras	  resistencia	  a	  la	   insulina	  y	  obesidad	  en	  la	  edad	  adulta	  (118,	  119).	  Así	  mismo,	   la	  administración	  de	  T	  indujo	   un	   cuadro	   severo	   de	   resistencia	   a	   insulina.	   Este	   efecto	   está	   relacionado	   con	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alteraciones	  de	  los	  mecanismos	  de	  acción	  de	  la	  insulina	  en	  el	  músculo,	  como	  la	  ausencia	  de	  translocación	  del	  GLUT4	  a	  la	  membrana	  plasmática	  (120).	  Estos	   datos	   referidos	   a	   la	   T	   apoyan	   las	   observaciones	   realizadas	   en	  mujeres	  con	  síndrome	  de	  ovario	  poliquístico	  (PCOS),	  en	  el	  que	  hay	  hiperandrogenismo	  asociado	  a	  resistencia	  a	  la	  insulina	  y	  desórdenes	  metabólicos	  como	  obesidad,	  dislipemia,	  diabetes	  de	  tipo	  2	  y	  alteraciones	  cardiovasculares	  (121,	  122).	  	  En	   los	   últimos	   años	   se	   ha	   tratado	   de	   entender	   si	   el	   exceso	   de	   andrógenos	  propio	  del	  PCOS	  es	  el	  responsable	  de	  la	  resistencia	  a	  la	  insulina	  o	  viceversa.	  A	  pesar	  de	  que	   inicialmente	   se	   aceptara	   que	   la	   hiperinsulinemia	   era	   la	   responsable	   del	  hiperandrogenismo	  en	  el	  PCOS,	  en	  la	  última	  década	  se	  han	  publicado	  diversos	  trabajos	  que	   proponen	   lo	   contrario.	   Así,	   se	   ha	   descrito	   en	   primates	   que	   la	   exposición	  intrauterina	  a	  andrógenos	  va	  a	  producir	  un	  cuadro	  reproductivo	  y	  metabólico	  similar	  al	  mostrado	  por	  las	  mujeres	  con	  el	  PCOS	  (123).	  Estas	  observaciones	  fueron	  ampliadas	  en	  modelos	   de	   roedores,	   demostrándose	   que	   la	   administración	   prenatal	   o	   postnatal	  temprana	   de	   T	   provoca	   una	   programación	   metabólica	   anómala	   que	   resultaría	   en	   la	  aparición	  de	  alteraciones	  metabólicas	  en	  la	  edad	  adulta	  (118,	  124,	  125).	  	  
1.2.	  EJE	  HIPOTÁLAMO-­‐HIPÓFISO-­‐GONADAL	  (HHG)	  	   La	  función	  reproductora	  es	  clave	  para	  la	  conservación	  de	  las	  especies,	  por	  ello,	  es	   una	   función	  que	   tienen	   todos	   los	   seres	   vivos	  desde	   su	   aparición	   sobre	   la	  Tierra.	  A	  medida	  que	   los	   seres	  vivos	   se	  han	   ido	   complejizando,	   los	  mecanismos	  a	   través	  de	   los	  cuales	   se	   generan	   seres	   vivos	   semejantes	   a	   él,	   también	   lo	   han	   hecho.	   En	  mamíferos,	  incluida	  la	  especie	  humana,	  la	  adquisición	  de	  la	  capacidad	  de	  reproducirse	  requiere	  de	  la	   acción	   coordinada	   de	   3	   estructuras	   que	   constituyen	   el	   denominado	   eje	  neuroendocrino	   de	   la	   reproducción	   o	   eje	   HHG.	   En	   este	   eje,	   las	   gónadas	   son	   las	  encargadas	  de	   la	  producción	  de	  gametos	  y	  el	  hipotálamo	  y	   la	  hipófisis	   las	  estructuras	  nerviosa	  y	  endocrina,	  respectivamente,	  que	  se	  encargan	  del	  control	  del	  funcionamiento	  gonadal.	  	  
1.2.1.	  FASES	  EN	  EL	  DESARROLLO	  DEL	  EJE	  HHG	  	  Las	   primeras	   fases	   del	   desarrollo	   del	   eje	   HHG	   se	   inician	   pronto	   durante	   el	  periodo	   embrionario.	   En	   el	   humano	   cromosómicamente	   diferenciado	   en	   sentido	  
Introducción	  	  	  
	  19	  
masculino,	   a	   partir	   de	   la	   6ª-­‐7ª	   semana	   post-­‐fecundación	   se	   produce	   la	   diferenciación	  sexual	  de	  las	  gónadas	  indiferenciadas	  hacia	  testículos	  tras	  la	  expresión	  del	  gen	  SRY	  en	  el	  cromosoma	  Y,	   lo	   que	   activaría	   en	   la	   gónada	   indiferenciada	   la	   ruta	  SOX9	   e	   inhibiría	   la	  ruta	  WNT4-­‐DAX1.	   En	   ausencia	   de	   cromosoma	   Y,	   a	   partir	   de	   la	   10ª-­‐12ª	   semana	   post-­‐fecundación,	  en	  la	  gónada	  indiferenciada	  se	  activaría	  la	  ruta	  WNT4-­‐DAX1	  y	  se	  inhibiría	  la	  SOX9,	   lo	  que	   induciría	  su	  transformación	  en	  ovarios.	  Una	  vez	  formadas,	   las	  gónadas	  iniciarían	  la	  síntesis	  de	  esteroides	  gonadales.	  En	  el	  caso	  de	  los	  testículos,	  la	  síntesis	  de	  T	  se	  pone	  en	  marcha	  entre	  la	  8ª-­‐9ª	  semana	  postfecundación	  y,	  en	  el	  caso	  de	  los	  ovarios,	  la	  síntesis	  de	  E2	  se	  inicia	  entre	  la	  10ª-­‐12ª	  semana.	  También	   durante	   el	   periodo	   embrionario,	   la	   presencia	   de	  T	  masculinizaría	   a	  los	   precursores	   de	   los	   genitales	   internos	   y	   externos	   y	   la	   ausencia	   de	   la	   misma,	  permitiría	   la	   feminización	   de	   estas	   estructuras,	   lo	   que	   inicia	   la	   diferenciación	   sexual	  fenotípica.	  En	   humanos,	   al	   finalizar	   el	   primer	   mes	   de	   desarrollo	   embrionario,	   una	  población	   específica	   de	   células	   del	   lóbulo	   anterior	   de	   la	   hipófisis,	   denominadas	  gonadotropos	  hipofisarios,	   inician	  la	  síntesis	  de	  hormona	  luteinizante	  (LH)	  y	  hormona	  folículo	  estimulante	   (FSH)	  que,	   en	   su	   conjunto,	   reciben	  el	  nombre	  de	  gonadotropinas.	  Igualmente,	   en	   este	   periodo	   una	   población	   específica	   de	   neuronas	   hipotalámicas	  localizadas	   en	   el	   septo	   medio,	   la	   banda	   diagonal	   de	   Broca	   y,	   sobre	   todo,	   en	   el	   POA,	  inician	  la	  síntesis	  de	  la	  hormona	  liberadora	  de	  gonadotropinas	  (GnRH).	  Posteriormente,	   durante	   el	   periodo	   fetal,	   se	   establecen	   las	   relaciones	  funcionales	  entre	  los	  elementos	  del	  eje	  HHG	  de	  forma	  que	  GnRH,	  tras	  su	  interacción	  con	  sus	  receptores	  en	  los	  gonadotropos	  hipofisarios,	  estimula	  la	  síntesis	  y	  liberación	  de	  LH	  y	  FSH	  y	  estas,	  tras	  su	  interacción	  con	  sus	  receptores	  en	  tipos	  celulares	  específicos	  en	  las	  gónadas,	   estimulan	   la	   síntesis	   de	   esteroides	   gonadales	   por	   las	   mismas.	   Durante	   este	  periodo,	   los	   esteroides	  gonadales	   establecen	  un	   feedback	  negativo	   sobre	   la	   liberación	  de	   GnRH/gonadotropinas	   y,	   en	   esta	   forma,	   inician	   el	   control	   de	   su	   propia	   síntesis	  (Figura	  6).	  La	  diferenciación	  sexual	  fenotípica,	  que	  se	  inicia	  durante	  el	  periodo	  fetal	  con	  la	  diferenciación	   sexual	   de	   los	   precursores	   de	   los	   genitales	   internos	   y	   externos,	   se	  completa	  durante	  el	  periodo	  fetal	  en	  humanos	  (4º-­‐7º	  mes)	  y	  desde	  el	  día	  embrionario	  17.5	   hasta	   los	   primeros	   días	   que	   siguen	   al	   nacimiento	   en	   otras	   especies	   (rata/ratón	  (126),	   entre	   otras),	   con	   la	   diferenciación	   sexual	   del	   SNC.	   Esta	   diferenciación	   sexual,	  inducida	  por	  los	  esteroides	  gonadales	  incluye,	  entre	  otras,	   la	  diferenciación	  en	  sentido	  masculino	  o	  femenino	  de	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  hipotalámicas	  del	  área	  ventral	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periventricular	  (AVPV)	  y	   la	  diferenciación	  de	   los	  circuitos	  neuronales	  responsables	  de	  los	   patrones	   de	   conducta	   sexual.	   La	   diferenciación	   sexual	   hipotalámica	   sería	  responsable,	   tras	   la	   pubertad,	   de	   la	   fertilidad	   cíclica	   propia	   de	   las	   hembras	   y	   tónica	  propia	  de	  los	  machos.	  Durante	  las	  etapas	  infantil,	  juvenil	  y	  prepuberal,	  el	  eje	  HHG	  permanece	  silente,	  encontrándose	  muy	  bajos	  niveles	  circulantes	  de	  gonadotropinas	  y	  esteroides	  gonadales.	  Esta	   inhibición	  del	   eje	  HHG	  parece	  deberse	   al	   efecto	   combinado	  de	  diversos	   factores,	  entre	   los	   que	   destacan:	   el	   potente	   feedback	   negativo	   que	   ejercen	   los	   esteroides	  gonadales	   sobre	   las	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   del	   núcleo	   ARC,	   el	   déficit	   de	   inputs	  estimuladores	   sobre	   las	   neuronas	   GnRH	   y	   el	   exceso	   de	   inputs	   inhibidores	   sobre	   las	  mismas.	  
	  
Figura	  6.	  Representación	  esquemática	  del	  eje	  Hipotálamo-­‐Hipófiso-­‐Gonadal	  (HHG).	  	  
1.2.1.1.	   ADQUISICIÓN	   DE	   LA	   CAPACIDAD	   REPRODUCTORA:	  
PUBERTAD	  	  A	   medida	   que	   se	   avanza	   durante	   el	   periodo	   prepuberal,	   el	   eje	   HHG	   va	   des-­‐reprimiéndose.	   Varias	   hipótesis	   intentan	   explicar	   las	   causas	   de	   este	   fenómeno.	  Diferentes	   autores	   lo	   explican	   por	   el	   incremento	   de	   inputs	   estimuladores,	   de	   origen	  central	   y	   periférico,	   sobre	   las	   neuronas	   GnRH.	   En	   este	   sentido,	   el	   comportamiento	  durante	   el	   desarrollo	   puberal	   de	   las	   neuronas	   hipotalámicas	   kisspeptidérgicas,	   de	   las	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neuronas	   hipotalámicas	   que	   sintetizan	   y	   liberan	   nesfatina	   1	   o	   neuromedina	   U	   y	   el	  incremento	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  avalan	  esta	  hipótesis.	  En	   relación	   al	   comportamiento	   de	   las	   neuronas	   kisspeptidérgicas	  hipotalámicas,	  estudios	  desarrollados	  en	  roedores	  y	  primates	  muestran	  que,	  durante	  el	  periodo	  de	  maduración	  puberal,	  se	  incrementa	  el	  número	  de	  estas	  neuronas	  tanto	  en	  el	  AVPV	  como	  en	  el	  núcleo	  ARC	  (127,	  128),	  aumento	  que	  parece	  ser	  mayor	  en	  el	  AVPV	  de	  las	   hembras	   (129).	   Así	   mismo,	   durante	   este	   periodo,	   se	   ha	   demostrado	   que	   se	  incrementa	  en	  el	  hipotálamo	  la	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  y	  de	  los	  receptores	  para	  el	  mismo	   (130,	   131),	   alcanzándose	   niveles	   incluso	   superiores	   a	   los	   que	   se	   encuentran	  durante	  la	  edad	  adulta	  (130).	  La	  participación	  del	  sistema	  KISS1/GPR54	  en	  la	   llegada	  de	  la	  pubertad	  y,	  con	  ella,	   de	   la	   puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	   reproductora,	   se	   refuerza	   con	   diversas	  observaciones	   que	   indican	   que,	   durante	   el	   periodo	   de	   maduración	   puberal:	   1)	   se	  produce	  un	  incremento	  de	  las	  proyecciones	  de	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  hacia	  las	  neuronas	   GnRH	   localizadas	   en	   el	   POA	   (132,	   133),	   2)	   los	   humanos	   y	   roedores	   con	  mutaciones	   de	   los	   genes	   KISS1/GPR54	   y	   Kiss1/Gpr54	   presentan	   un	   cuadro	   de	  impuberismo	  (134-­‐136)	  y	  3)	   la	  administración	  central	  a	  ratas	  hembra	  de	  kisspeptina-­‐10	   durante	   el	   periodo	   prepuberal	   produce	   un	   adelanto	   en	   la	   edad	   de	   llegada	   de	   la	  pubertad	   (137),	  mientras	   que	   la	   administración	   central	   de	   un	   antagonista,	   la	   retrasa	  (138).	   En	   el	   contexto	   de	   la	   importancia	   del	   incremento	   de	   inputs	   estimuladores	   de	  origen	   central	   sobre	   las	   neuronas	   GnRH	   para	   explicar	   la	   activación	   del	   eje	   HHG	   que	  ocurre	   durante	   la	   pubertad,	   datos	   recientes	   han	   evidenciado	   la	   importancia	   de	   otro	  neuropéptido	   hipotalámico,	   la	   nesfatina1,	   en	   la	   puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	  reproductora	   en	   hembras.	   En	   este	   sentido,	   los	   datos	   obtenidos	   en	   ratas	  muestran	   un	  importante	   incremento	   del	   péptido	   durante	   el	   periodo	   de	   transición	   puberal	   en	   LHA,	  PVN	  y	  SON	  y	  un	  claro	  retraso	  en	  la	  llegada	  de	  la	  pubertad	  tras	  la	  disminución	  del	  mismo	  durante	  este	  periodo	  (139).	  En	   apoyo	   de	   la	   hipótesis	   de	   la	   importancia	   del	   incremento	   de	   la	   llegada	   de	  señales	  centrales	  estimuladoras	  sobre	  las	  neuronas	  GnRH,	  se	  ha	  publicado	  que,	  durante	  el	   desarrollo	   puberal,	   se	   produce	   un	   significativo	   aumento	   en	   el	   hipotálamo	   de	   los	  niveles	   de	   expresión	   del	   ARNm	   de	   neuromedina	   U	   y	   el	   adelanto	   de	   la	   llegada	   de	   la	  pubertad	   en	   ratas	  hembras	  que	  produce	   su	   administración	   central	   crónica	  durante	   el	  periodo	  prepuberal	  (140).	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En	  cuanto	  al	  papel	  del	   incremento	  de	   los	  niveles	  circulantes	  de	   leptina,	  como	  factor	  estimulador	  de	  origen	  periférico	  en	  la	  activación	  puberal	  del	  eje	  HHG,	  numerosos	  datos	   obtenidos	   en	   humanos	   y	   roedores	   certifican	   la	   necesidad	   de	   un	   mínimo	   de	  reservas	   energéticas	   para	   que	   la	   función	   reproductora	   se	   ponga	   en	   marcha.	   En	   este	  sentido,	   las	   situaciones	   que	   inducen	   hipoleptinemia	   (Ej:	   subnutrición)	   cursan	   con	   un	  retraso	  en	  la	  puesta	  en	  marcha	  de	  la	  función	  reproductora	  (141-­‐143),	  mientras	  que	  en	  las	   situaciones	   de	   hiperleptinemia	   (Ej:	   sobrenutrición)	   se	   observa	   un	   adelanto	   en	   la	  edad	  de	  llegada	  de	  la	  pubertad	  (142).	  Datos	  recientes	  apuntan	  a	  una	  relación	  directa	  entre	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina,	   el	   número	   de	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   del	   núcleo	   ARC	   y	   los	   perfiles	   de	  expresión	  hipotalámica	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  (142).	  Estos	  datos,	  unidos	  a	  la	  ausencia	  del	  receptor	   de	   leptina	   en	   las	   neuronas	   GnRH	   (144),	   parecen	   indicar	   que	   la	   activación	  puberal	   del	   eje	   HHG	   ejercido	   por	   la	   leptina	   va	   mediado,	   al	   menos	   en	   parte,	   por	   la	  activación	  de	  la	  señalización	  kisspeptidérgica	  sobre	  las	  neuronas	  GnRH.	  La	  participación	  de	  las	  señales	  que	  vehiculan	  la	  información	  sobre	  el	  grado	  de	  reservas	  energéticas	  del	  organismo	  en	  la	  puesta	  en	  marcha	  y	  posterior	  mantenimiento	  de	   la	   función	   reproductora	   en	   la	   edad	   adulta,	   será	   analizada	   con	   más	   detalle	   en	  apartados	  posteriores.	  Finalmente,	  junto	  al	  incremento	  de	  los	  inputs	  estimuladores	  de	  origen	  central	  y	   periférico	   sobre	   las	   neuronas	   GnRH,	   otros	   factores,	   como	   los	   medioambientales,	  contribuyen	  a	  determinar	   la	   edad	  de	   adquisición	  de	   la	   capacidad	   reproductora.	   Entre	  estos	  factores	  destacan	  los	  inputs	  luminosos	  y	  la	  temperatura	  ambiente	  (145).	  En	  este	  sentido,	   se	  ha	  postulado	  en	  humanos	  una	   relación	  entre	   las	  horas	  de	   luz/estación	  del	  año	  y	  la	  edad	  de	  llegada	  de	  la	  pubertad	  (146,	  147).	  Así,	  en	  niñas	  adoptadas	  procedentes	  del	  mismo	  origen	  geográfico,	  aquellas	  que	  van	  a	  vivir	  a	  países	  con	  un	  gran	  número	  de	  horas	  de	  luz	  y	  temperaturas	  mas	  cálidas	  parecen	  llegar	  antes	  a	  la	  pubertad	  que	  aquellas	  que	   van	   a	   vivir	   en	   los	   países	   nórdicos	   donde	   las	   horas	   de	   luz	   son	  más	   escasas	   y	   las	  temperaturas	   más	   bajas.	   Sin	   embargo,	   en	   humanos	   y	   otros	   mamíferos	   que	   pueden	  reproducirse	  durante	  todo	  el	  año,	  estos	  factores	  tienen	  mucha	  menor	  importancia	  que	  en	   los	   animales	   cuyos	   periodos	   fértiles	   están	   ligados	   a	   la	   estación	   (animales	   de	  fertilidad	  estacional).	  El	  análisis	  de	   la	  posible	  contribución	  de	   la	  disminución	  de	   inputs	   inhibidores	  sobre	  las	  neuronas	  GnRH	  para	  explicar	  la	  activación	  puberal	  de	  los	  componentes	  del	  eje	  HHG,	  está	  menos	  estudiada.	  En	  este	  sentido,	  datos	  muy	  recientes	  de	  nuestro	  laboratorio	  indican	   que	   en	   ratones	   KO	   para	   el	   receptor	   de	   la	   hormona	   inhibidora	   de	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gonadotropinas	   (GnIH),	   no	   se	   produce	   un	   avance	   significativo	   de	   la	   llegada	   de	   la	  pubertad,	   lo	   que	   parece	   indicar	   que,	   al	   menos	   en	   ratones,	   la	   contribución	   de	   un	  descenso	   de	   la	   señalización	   por	   GnIH	   en	   la	   puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	  reproductora,	  no	  parece	  determinante.	  Una	   vez	   puesta	   en	   marcha,	   la	   función	   reproductora	   se	   mantiene	   de	   forma	  continua	   a	   lo	   largo	   de	   toda	   la	   vida	   del	   individuo	   en	   machos	   y	   de	   forma	   cíclica	   en	  hembras	  hasta	  su	  pérdida.	  En	   el	   macho	   de	   la	   especie,	   la	   liberación	   de	   GnRH	   y,	   por	   ende,	   de	  gonadotropinas	   es	   tónica	   y	   esto	   condiciona	   una	   generación	   de	   gametos	  (espermatogénesis)	  continua.	  Por	  el	  contrario,	  en	  las	  hembras,	  a	  la	  liberación	  tónica	  de	  GnRH/gonadotropinas	  se	  le	  añade	  la	  producción	  cíclica	  del	  llamado	  pico	  preovulatorio	  de	  GnRH/gonadotropinas	  que	  precede	  a	  la	  ovulación.	  La	  descarga	  masiva	  de	  GnRH/gonadotropinas	  que	  se	  produce	  de	  forma	  cíclica	  en	  las	  hembras	  viene	  determinada	  por	  la	  diferenciación	  sexual	  en	  sentido	  femenino	  de	  una	  población	  de	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  que,	  en	  roedores,	  se	  agrupa	  en	  el	  AVPV	  y	  en	   humanos	   y	   primates	   tiene	   una	   localización	   mas	   dispersa	   en	   el	   hipotálamo.	   Esta	  población	   neuronal	   va	   incrementándose	   y	   con	   ello	   su	   síntesis	   de	   kisspeptinas	   (Kp)	  durante	   la	   fase	   folicular	   en	   respuesta	   al	   incremento	   de	   los	   niveles	   de	   E2.	   Una	   vez	  alcanzado	   un	   nivel	   máximo	   de	   liberación	   de	   Kp,	   estas	   inducen	   el	   incremento	   de	  liberación	   de	   GnRH	   (pico	   preovulatorio	   de	   GnRH)	   que	   se	   sigue	   del	   incremento	   de	  liberación	  de	  LH	  y	  FSH	  (pico	  preovulatorio	  de	  gonadotropinas).	  El	  pico	  preovulatorio	  de	  LH	   sería	   el	   responsable	   de	   la	   ruptura	   del	   folículo	   preovulatorio	   y,	   con	   ello,	   de	   la	  ovulación,	  un	  fenómeno	  que	  se	  produce,	  aproximadamente,	  cada	  28	  días	  en	  humanos	  y	  cada	  4	  días	  en	  roedores.	  A	  continuación	  se	  analizarán	  algunos	  aspectos	  relacionados	  con	  las	  principales	  hormonas	  sintetizadas	  por	  los	  elementos	  del	  eje	  HHG,	   la	  organización	  funcional	  de	  los	  diferentes	   tipos	   celulares	   que	   se	   localizan	   en	   las	   gónadas	   y	   los	   principales	   factores	  centrales	   y	   periféricos	   que	   participan	   en	   el	   control	   del	   eje	   neuroendocrino	   de	   la	  reproducción.	  	  
1.2.2.	  GnRH	  	   Las	   neuronas	   GnRH	   constituyen	   la	   vía	   final	   común	   a	   través	   de	   la	   cual,	  diferentes	   señales	   de	   origen	   central,	   intervienen	   en	   el	   control	   de	   la	   función	  reproductora.	   La	   mayoría	   de	   los	   cuerpos	   celulares	   de	   las	   neuronas	   productoras	   de	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GnRH	   se	   encuentran	   en	   áreas	   rostrales,	   particularmente	   en	   el	   septo	   medio,	   banda	  diagonal	   de	   Broca	   y	   POA.	   Estas	   neuronas	   sintetizan,	   almacenan	   y	   liberan	   GnRH,	   un	  decapéptido	  que	  fue	  identificado	  por	  primera	  vez	  en	  muestras	  hipotalámicas	  de	  cerdo	  y	  oveja	  (148,	  149).	  Existen	   tres	   variantes	   de	   este	   neuropéptido	   denominadas	  GnRH-­‐I,	   GnRH-­‐II	   y	  GnRH-­‐III	   que	   se	   caracterizan	   por	   presentar	   la	   misma	   longitud	   y	   extremos	   muy	  conservados,	   lo	  que	   indica	  que	   estas	   zonas	   son	   críticas	  para	   la	  unión	  y	   activación	  del	  receptor	   (Figura	   7).	   GnRH-­‐I	   (GnRH)	   es	   el	   responsable	   del	   control	   de	   la	   síntesis	   y	  secreción	   de	   gonadotropinas	   (150),	   mientras	   que	   GnRH-­‐II	   y	   GnRH-­‐III	   van	   a	   estar	  implicados	  en	  la	  regulación	  del	  comportamiento	  sexual.	  GnRH	  se	  sintetiza	  a	  partir	  de	  un	  péptido	  precursor	  de	  921	  aa	  denominado	  pre-­‐proGnRH	   (151).	   Este	   precursor	   incluye	   un	   péptido	   señal	   de	   23	   aa	   que	   precede	   a	   la	  secuencia	  de	  GnRH,	  a	  continuación	  una	  secuencia	  de	  procesamiento	  proteolítico	  de	  tres	  aa	   (Gly-­‐Lys-­‐Arg)	   y,	   finalmente,	   una	   secuencia	   de	   56	   aa	   denominada	   GAP	   (péptido	  asociado	   a	  GnRH)	   (Figura	   7).	  Una	   vez	   sintetizado	   a	  partir	   del	   pre-­‐proGnRH,	   el	  GnRH	  adopta	   su	   conformación	   biológicamente	   activa	   que	   se	   caracteriza	   por	   contener	   un	  pliegue	  en	  la	  región	  central	  de	  la	  molécula	  (Gly6)	  (152)(Figura	  7).	  
	  
	  
Figura	  7.	  Representación	  esquemática	  del	  péptido	  GnRH	  en	  mamíferos.	  El	  extremo	  aminoterminal	  
(rojo)	  participa	  en	   la	  unión	  y	  activación	  del	   receptor,	  mientras	  que	  el	   carboxiterminal	   (verde)	  es	  
necesario	  para	   la	  unión	  de	  alta	  afinidad	  con	  el	   receptor	  GnRH-­‐R.	  El	   residuo	  de	  Gly	   en	  posición	  6	  
permite	  alcanzar	  al	  GnRH	  su	  correcta	  conformación	  nativa	  (Modificado	  de	  (153)).	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La	   práctica	   totalidad	   de	   las	   neuronas	   GnRH	   extienden	   sus	   prolongaciones	  axónicas	   sobre	   los	   plexos	   capilares	   de	   la	   eminencia	   media,	   donde	   van	   a	   liberar	   el	  neuropéptido	  en	  forma	  de	  pulsos	  altamente	  sincronizados	  (154).	  	  
1.2.3.	  GONADOTROPINAS:	  LH	  Y	  FSH	  	   La	  LH	  y	  la	  FSH	  son	  hormonas	  glicoproteicas	  heterodiméricas	  constituidas	  por	  una	  subunidad	  α	  y	  otra	  β,	  siendo	  imprescindible	  la	  dimerización	  de	  ambas	  subunidades	  para	  que	  cada	  hormona	  pueda	  llevar	  a	  cabo	  su	  actividad	  biológica.	  La	  subunidad	  α	  tiene	  un	  tamaño	  de	  92	  aa	  y	  es	  común	  a	  ambas	  gonadotropinas,	  mientras	  que	  la	  subunidad	  β	  posee	  un	  tamaño	  de	  entre	  111-­‐145	  aa	  y	  es	  exclusiva	  de	  cada	  gonadotropina,	  siendo	  la	  subunidad	  que	   le	  confiere	  su	  actividad	  biológica	  específica	  (155).	  Ambas	  hormonas	  se	  sintetizan	  en	  un	  tipo	  de	  células	  de	  la	  adenohipófisis	  denominado	  gonadotropo,	  en	  cuya	  membrana	  celular	  se	  encuentra	  el	  receptor	  para	  GnRH	  (GnRH-­‐R).	  La	  secreción	  de	  gonadotropinas	  se	  produce	  de	  manera	  pulsátil	  en	  respuesta	  a	  la	  liberación	  pulsátil	  de	  GnRH	  y	  sus	  niveles	  circulantes	  experimentan	  notables	  cambios	  a	  lo	  largo	  de	  las	  primeras	  etapas	  de	  desarrollo	  postnatal	  (pn)	  hasta	  la	  pubertad.	  Así,	  en	  la	  rata	  macho,	  los	  niveles	  de	  LH	  ascienden	  en	  los	  días	  que	  siguen	  al	  nacimiento,	  aunque	  con	  un	  patrón	  de	  secreción	  variable	  (156)	  y	  en	  las	  hembras	  aumentan	  entre	  los	  días	  5	  y	  10-­‐pn,	  descendiendo	  hasta	  el	  día	  25-­‐pn	  para	  comenzar,	  a	  partir	  de	  ese	  día,	  una	  brusca	  elevación	   que	   tiene	   su	   punto	  máximo	   coincidiendo	   con	   la	   llegada	   de	   la	   pubertad	   (en	  torno	  al	  día	  35-­‐pn)	  (157).	  En	  las	  ratas	  macho,	  los	  niveles	  circulantes	  de	  FSH	  presentan	  una	  tendencia	  al	   incremento	  desde	  el	  día	  15-­‐pn	  hasta	  la	  pubertad	  (45-­‐pn)	  y	  en	  la	  rata	  hembra,	  aumentan	  progresivamente	  desde	  el	  nacimiento,	  alcanzando	  valores	  máximos	  el	  día	  15-­‐pn,	  momento	  en	  el	  que	  decrecen	  para,	  posteriormente,	  aumentar	  ligeramente	  el	  día	  35-­‐pn,	  coincidiendo	  con	  el	  periodo	  puberal	  (Figura	  8).	  Las	   gonadotropinas	   ejercen	   sus	   efectos	   mediante	   su	   unión	   a	   receptores	   de	  superficie	  acoplados	  a	  proteína	  G	  que	  se	  van	  a	  localizar	  en	  las	  gónadas.	  En	  el	  ovario,	  el	  receptor	   de	   LH	   (LHR)	   se	   expresa	  mayoritariamente	   en	   las	   células	   lúteas	   y	   de	   la	   teca,	  donde	   la	   LH	   estimula	   la	   síntesis	   de	   hormonas	   esteroideas,	   además	   de	   la	   ruptura	   y	  luteinización	  del	  folículo	  (158).	  El	  receptor	  de	  FSH	  (FSHR)	  se	  expresa,	  exclusivamente,	  en	   las	   células	   de	   la	   granulosa	   donde	   estimula	   la	   síntesis	   de	   hormonas	   de	   naturaleza	  proteica	  (activinas,	  inhibinas	  y	  folistatina)	  y	  la	  aromatización	  de	  los	  andrógenos	  a	  E2.	  En	   el	   testículo,	   el	   LHR	   se	   expresa	   en	   las	   células	  de	  Leydig	  donde	   estimula	   la	  síntesis	  de	  T,	  mientras	  que	  el	  FSHR	  se	  va	  a	  expresar,	  exclusivamente,	  en	  las	  células	  de	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Sertoli	   donde	   estimula	   la	   síntesis	   de	   activinas,	   inhibinas	   y	   de	   la	   proteína	   que	   liga	  andrógenos	   (ABP)	   (159).	   Es	   importante	   destacar,	   que	   la	   estimulación	   hormonal	  prolongada	  puede	  provocar	  una	  desensibilización	  de	  estos	  receptores	  provocada	  por	  un	  desacoplamiento	  con	  su	  proteína	  G	  y	  su	  posterior	  internalización	  (160).	  
Figura	   8.	  Perfil	  de	  secreción	  de	  gonadotropinas	  durante	  el	  desarrollo	  postnatal	  en	  ratas	  macho	  y	  
hembra	  (Modificado	  de	  (156)	  y	  (157)).	  	  
1.2.4.	  ESTEROIDES	  GONADALES	  	   La	  esteroidogénesis	  es	  el	  proceso	  bioquímico	  mediante	  el	  cual	  se	  sintetizan	  las	  hormonas	  de	  naturaleza	  esteroidea.	  En	  el	  testículo,	  la	  esteroidogénesis	  se	  llevará	  a	  cabo	  en	  las	  células	  de	  Leydig,	  mientras	  que	  en	  el	  ovario	  lo	  hará	  en	  las	  células	  de	  la	  teca,	  en	  las	  células	  de	  la	  granulosa	  y	  en	  el	  cuerpo	  lúteo	  (161,	  162).	  Las	  células	  de	  Leydig	  sintetizan	  andrógenos,	   principalmente,	   T.	   Las	   células	   de	   la	   teca	   sintetizan	   andrógenos,	  principalmente,	  androstenediona,	  las	  células	  de	  la	  granulosa	  aromatizan	  los	  andrógenos	  a	  E2	  y	  las	  células	  lúteas	  sintetizan	  progesterona	  (PG)	  y	  E2.	  El	   precursor	   inicial	   de	   todas	   estas	   hormonas	   es	   el	   colesterol,	   que	   puede	  proceder	  de	   la	  dieta	  o	  haber	  sido	  sintetizado	  en	  el	  retículo	  endoplasmático	   liso	  (REL).	  En	   roedores	   se	  ha	  descrito	   la	   incorporación	  de	   colesterol	   a	  partir	  de	   lipoproteínas	  de	  alta	  densidad	  (HDL)	  mediada	  por	  los	  receptores	  scavenger	  B1	  (SRB1)(163)	  (Figura	  9).	  	  Las	   células	   productoras	   de	   hormonas	   esteroideas	   no	   acumulan	   la	   hormona	  presintetizada,	   sino	   que	   acumulan	   el	   colesterol	   esterificado	   en	   gotas	   lipídicas	   o	  endosomas	   y,	   posteriormente,	   sintetizan	   las	   hormonas	   a	   demanda.	   El	   colesterol	  presente	   en	   las	   gotas	   lipídicas	   será	   desesterificado	   y,	   posteriormente,	   transportado	  hacia	  la	  mitocondria	  donde	  comenzará	  la	  síntesis	  hormonal	  (164).	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Una	   vez	   que	   el	   colesterol	   llega	   a	   la	   membrana	   externa	   de	   la	   mitocondria,	  necesitará	   la	   ayuda	   del	   regulador	   agudo	   de	   la	   esteroidogénesis	   (StAR)	   para	   ser	  transportado	   a	   la	   membrana	   interna	   de	   la	   mitocondria,	   lo	   que	   supondrá	   un	   paso	  limitante	  en	  el	  control	  de	   la	  esteroidogénesis	  que	  va	  a	  estar	  regulado	  por	   la	  LH	  (165).	  En	   la	  membrana	  mitocondrial	   interna,	  el	  colesterol	  servirá	  de	  sustrato	  para	   la	  enzima	  P450scc	  (Figura	  9),	  que	  va	  a	  escindir	   la	  cadena	  lateral	  de	  seis	  carbonos	  del	  colesterol	  produciendo	   pregnenolona,	   un	   precursor	   necesario	   para	   la	   síntesis	   de	   todas	   las	  hormonas	  esteroideas,	  siendo	  éste	  un	  paso	   limitante	  en	   la	  regulación	  de	   la	  síntesis	  de	  esteroides	  (166).	  
	  
FIGURA	   9.	   Esquema	   representativo	   de	   la	   esteroidogénesis	   en	   el	   que	   se	   pueden	   observar	   las	  
distintas	  vías	  de	  abastecimiento	  de	  colesterol	  y	  las	  principales	  enzimas	  que	  modulan	  la	  producción	  
de	  esteroides	  (modificado	  de	  (167)).	  	  La	  pregnenolona,	  una	  vez	  que	  sale	  de	   la	  mitocondria,	  será	  transferida	  al	  REL,	  donde	  se	  localizan	  una	  serie	  de	  enzimas	  esteroidogénicas	  que	  van	  a	  sintetizar	  la	  T	  y	  el	  E2	  (164).	  Entre	  estas	  enzimas,	  hay	  que	  destacar	  el	  papel	  de	  las	  hidrogenasas,	  en	  especial	  de	  la	  17β-­‐HSD	  (del	  inglés	  hidroxysteroid	  dehydrogenase),	  que	  cataliza	  el	  ultimo	  paso	  en	  la	  biosíntesis	  de	  los	  esteroides	  gonadales	  (168).	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1.2.5.	  GÓNADAS	  	  Las	   gónadas,	   testículos	  y	  ovarios,	   desempeñan	  una	  doble	   función,	  producir	   y	  liberar	  gametos	  maduros	  a	  partir	  de	  células	  germinales	  (gametogénesis)	  y	  sintetizar	  y	  secretar	  hormonas	  de	  naturaleza	  esteroidea	  y	  proteica	  (hormonogénesis).	  	  
1.2.5.1.	  TESTÍCULOS	  
	   Los	   testículos	   son	   órganos	   pares	   y	   ovalados	   cuyas	   funciones	   principales	   son	  producir	   espermatozoides	   y	   sintetizar	   andrógenos.	   El	   testículo	   se	   organiza	   en	   dos	  compartimentos,	   el	   intersticial	   (espacio	   intersticial)	   y	   el	   tubular	   (constituido	   por	   los	  túbulos	  seminíferos)	  (169).	  	  En	   el	   compartimento	   intersticial	   se	   encuentran	   varios	   tipos	   celulares,	   como	  células	   de	   Leydig,	   macrófagos,	   linfocitos,	   células	   fibroblásticas	   del	   estroma	   y	   células	  endoteliales	   (169)	   (Figura	   10).	   El	   principal	   tipo	   celular	   presente	   en	   este	  compartimento	  es	  la	  célula	  de	  Leydig,	  cuya	  función	  principal	  es	  la	  síntesis	  de	  T	  a	  partir	  del	  colesterol,	  proceso	  estimulado	  por	  la	  LH	  (170).	  Una	  parte	  de	  la	  T	  que	  se	  sintetiza	  en	  el	  testículo	  ejerce	  su	  acción	  en	  el	  propio	  testículo,	   estimulando	   la	   espermatogénesis	   (estimulación	   paracrina),	   mientras	   que	   el	  resto	   es	   secretada	   a	   la	   circulación	   sistémica	   donde	   es	   transportada	   en	   forma	   libre	   o	  unida	   a	   proteínas,	   como	   albúmina	   o	   globulinas	   tipo	   SHBG	   (globulina	   de	   unión	   a	  hormonas	   sexuales).	   En	   roedores,	   los	   niveles	   circulantes	   de	   SHBG	   en	   suero	   son	  muy	  bajos	   (171),	   por	   lo	   que	   el	   transporte	   de	   dicha	   hormona	   se	   llevará	   a	   cabo,	  fundamentalmente,	  unida	  a	  la	  albúmina	  o	  en	  forma	  libre.	  	  Las	  acciones	  de	   la	  T	  en	  tejidos	  periféricos	  requieren	  de	  su	  transformación	  en	  dihidrotestosterona	   (DHT)	   por	   medio	   de	   la	   enzima	   5-­‐α-­‐reductasa,	   sin	   embargo,	   las	  acciones	  a	  nivel	  central	  se	  llevan	  a	  cabo	  como	  tal	  o	  tras	  su	  aromatización	  a	  E2.	  En	   el	   compartimento	   tubular	   se	   localizan,	   fundamentalmente,	   las	   células	  germinales	   y	   las	   células	   de	   Sertoli	   (169),	   conformando	   así	   el	   epitelio	   seminífero	   que	  integra	   los	   elementos	   celulares	   de	   la	   espermatogénesis	   (Figura	   10).	   Las	   células	   de	  Sertoli	   van	   a	   proporcionar	   soporte	   celular	   a	   las	   células	   germinales	   y	   son	   estimuladas	  por	   la	   FSH	   que	   induce	   en	   ellas	   la	   síntesis	   de	   diversas	   proteínas	   (ABP,	   activinas	   e	  inhibinas)	   que	   afectan	   a	   la	   regulación	   de	   la	   espermatogénesis	   y	   de	   la	   propia	   FSH.	  Señales	   endocrinas	   (FSH	   fundamentalmente)	   y	   paracrinas	   (T)	   son	   necesarias	   para	   la	  activación	  y	  mantenimiento	  de	  la	  espermatogénesis,	  ya	  que	  van	  a	  intervenir	  modulando	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las	  interacciones	  entre	  las	  células	  de	  Sertoli	  y	  las	  células	  germinales	  (172).	  
	  
Figura	   10.	   Estructura	   testicular	   constituida	   por	   dos	   compartimentos,	   el	   intersticial,	   donde	   se	  
encuentran	  las	  células	  de	  Leydig,	  y	  el	  tubular,	  formado	  por	  los	  túbulos	  seminíferos.	  	  
1.2.5.2.	  OVARIOS	  	   Las	   principales	   funciones	   de	   los	   ovarios	   son	   la	   producción	   de	   gametos	  femeninos	   (oogénesis),	   la	   síntesis	   y	   la	   secreción	  de	  hormonas	   esteroideas	   y	  proteicas	  (hormogénesis).	  En	   el	   ovario,	   las	   células	   se	   organizan	   formando	   folículos.	   El	   primer	   nivel	   de	  organización	   folicular	   es	   el	   folículo	   primordial,	   constituido	   por	   un	   oocito	   primario	  rodeado	   por	   una	   monocapa	   de	   células	   de	   la	   granulosa.	   Este	   folículo	   primordial	   es	  susceptible	   de	   sufrir	   transformaciones	   sucesivas	   que	   conducen	   a	   la	   formación	   del	  folículo	  primario,	  donde	   las	   células	  de	   la	  granulosa	  aumentan	  de	   tamaño	  se	  dividen	  y	  comienza	  la	  acumulación	  de	  polisacáridos	  entre	  el	  oocito	  y	  las	  células	  de	  la	  granulosa.	  	  A	  partir	  del	  folículo	  primario	  se	  forma	  el	  folículo	  secundario,	  aumentando	  las	  células	  de	   la	  granulosa,	  que	   inician	   la	  producción	  del	  principal	  E2	  en	   la	  mujer,	  el	  17β-­‐estradiol	  y	  sumándose	  una	  capa	  de	  células	  de	  origen	  mesodérmico	  que	  forman	  la	  teca	  interna.	   En	   el	   folículo	   terciario	   o	   antral,	   donde	   se	   suma	   una	   nueva	   capa	   de	   células	  tecales	  que	  forman	  la	  teca	  externa,	  aparece	  el	  antro	  folicular	  por	  confluencia	  de	  líquido	  en	  la	  capa	  granulosa.	  	  Finalmente,	   el	   folículo	   terciario	   se	   transforma	   en	   el	   folículo	   preovulatorio	   o	  folículo	  de	  Graaf,	  donde	  aumenta	  el	  tamaño	  del	  antro	  y	  el	  oocito	  secundario	  se	  rodea	  de	  las	   capas	   de	   células	   de	   la	   granulosa	   más	   cercanas	   que	   serán	   las	   que	   den	   lugar	   a	   la	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corona	  radiata	  y	  que	  saldrán	  del	  folículo	  junto	  al	  oocito	  secundario	  en	  la	  ovulación.	  Este	  estadio	  culmina	  con	  la	  ovulación,	  tras	  la	  cual,	  las	  células	  foliculares	  se	  transforman	  (por	  acción	   de	   la	   LH)	   en	   células	   lúteas	   productoras	   de	   PG	   y	   E2.	   La	   PG	   ejercerá	   un	   papel	  fundamental	   en	   la	   regulación	   del	   ciclo	   estral,	   en	   el	   crecimiento	   del	   útero	   y	   en	   el	  mantenimiento	  del	  embarazo	  (162)	  (Figura	  11).	  	  En	   algunas	   especies,	   como	   la	   humana,	   en	   cada	   ciclo	   se	   produce	   un	   único	  folículo	  preovulatorio	  y,	  con	  ello,	  1	  ovulación/ciclo.	  En	  otras	  especies,	  como	  el	  ratón	  o	  la	  rata,	   en	   cada	   ciclo	   se	   formarán	   10-­‐12	   folículos	   preovulatorios	   y,	   con	   ello,	   10-­‐12	  ovulaciones/ciclo.	  	  
Figura	   11.	   Representación	   de	   la	   estructura	   del	   ovario.	   El	   ciclo	   folicular	   consta	   de	   dos	   fases	  
separadas	  por	  la	  ovulación,	  la	  fase	  folicular,	  donde	  maduran	  los	  folículos	  y	  la	  fase	  lútea,	  que	  origina	  
al	  cuerpo	  lúteo	  (Tomado	  de	  (173)).	  	  Aunque	   se	   han	   descrito	   varios	   factores	   que	   intervienen	   en	   el	   proceso	   de	  crecimiento	   folicular	   de	   forma	   paracrina	   (E2,	   factores	   de	   crecimiento,	  activinas/inhibinas),	   son	   la	   LH	   y	   la	   FSH	   las	   que	   principalmente	   van	   a	   controlar	   la	  función	  ovárica.	  	  Este	  proceso	   se	   repite	  de	   forma	   cíclica	   en	   la	  mujer	   en	  periodo	   fértil	   cada	  28	  días	  aproximadamente,	  mientras	  que	  en	  la	  rata	  hembra,	  presenta	  una	  duración	  de	  4-­‐5	  días.	  Los	  cambios	  cíclicos	  en	  los	  niveles	  de	  esteroides	  gonadales	  circulantes	  determinan	  cambios	   cíclicos	  en	   la	   celularidad	  del	   epitelio	  vaginal.	  En	   la	   rata	  hembra,	   en	   la	   cual	   el	  ciclo	   dura	   4	   días,	   los	   cambios	   vaginales	   determinan	   la	   aparición	   de	   4	   fases	  denominadas:	   proestro,	   estro,	   diestro	   1	   y	   diestro	   2.	   La	   ovulación	   se	   produce	   en	   las	  primeras	   horas	   del	   día	   de	   estro	   y	   es	   desencadenada	   por	   el	   pico	   preovulatorio	   de	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liberación	  de	  gonadotropinas	  que	  acontece	  en	  la	  tarde	  del	  proestro	  (174).	  
	  
1.3.	  CONTROL	  DEL	  EJE	  HHG	  	  El	   correcto	   funcionamiento	   del	   eje	   HHG	   va	   a	   depender	   de	   la	   adecuada	  regulación,	   por	   parte	   de	   señales	   centrales	   y	   periféricas,	   de	   la	   liberación	   de	   GnRH.	   La	  integración	   en	   las	   neuronas	   GnRH	   de	   la	   señalización	   recibida	   determinará	   el	   patrón	  pulsátil	  de	  liberación	  de	  la	  hormona	  a	  la	  circulación	  portal	  y,	  con	  ello,	  el	  patrón	  pulsátil	  de	   liberación	   de	   gonadotropinas	   del	   que	   dependerá,	   en	   último	   término,	   el	  funcionamiento	  gonadal.	  A	  continuación	  analizaremos	  en	  detalle	  las	  principales	  señales,	  de	  origen	  central	  y	  periférico,	  que	  controlan	  el	  funcionamiento	  de	  las	  neuronas	  GnRH.	  	  	  
1.3.1.	  REGULADORES	  CENTRALES	  DEL	  EJE	  HHG	  	  
1.3.1.1.	  SEÑALES	  ESTIMULADORAS	  	  1.3.1.1.1.	  SISTEMA	  KISS1/GPR54	  	  El	   descubrimiento	   del	   sistema	   KISS-­‐1/GPR54	   y	   la	   identificación	   de	   su	   papel	  esencial	  en	  el	  control	  de	  la	  función	  reproductora	  supuso	  una	  revolución	  en	  este	  campo	  de	   la	   Fisiología.	   Los	   elementos	   de	   este	   sistema	   ligando-­‐receptor	   fueron	   identificados	  entre	  los	  años	  1996	  y	  2001,	  aunque	  su	  relación	  con	  la	  Fisiología	  de	  la	  Reproducción	  no	  fue	  reconocida	  hasta	  2003.	  	  Inicialmente,	  el	  gen	  KISS1	  fue	  identificado	  como	  un	  gen	  supresor	  de	  metástasis	  (175)	   a	   partir	   del	   cual	   originan	   una	   serie	   de	   péptidos	   denominados	   Kp	   (176).	   En	  humanos,	   las	   Kp	   derivan	   del	   procesamiento	   proteolítico	   de	   un	   precursor	   común	  denominado	  pre-­‐prokisspeptina,	  que	  va	  a	  generar	  a	  la	  Kp-­‐54	  o	  metastina	  formada	  por	  54	   aa	   y	   que	   es	   considerada	   el	   principal	   producto	   del	   gen	   KISS1	   (177).	   A	   partir	   del	  procesamiento	  proteolítico	  de	  la	  Kp-­‐54	  se	  generan	  otras	  Kp	  de	  menor	  tamaño	  y	  que	  por	  el	   número	   de	   aa	   que	   contienen	   reciben	   el	   nombre	   de	   Kp-­‐14,	   Kp-­‐13	   y	   Kp-­‐10	   (176)	  (Figura	   12).	   Estos	   péptidos	   comparten	   una	   secuencia	   de	   aa	   en	   el	   extremo	  carboxiterminal	   que	   presenta	   un	   motivo	   Arg-­‐Phe-­‐NH2	   propio	   de	   los	   péptidos	   de	   la	  familia	   RFamida	   y	   que	   es	   necesario	   para	   la	   activación	   de	   su	   receptor,	   el	   denoninado	  GPR54	  o	  Kp-­‐R	  (177).	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Figura	   12.	   Representación	   esquemática	   de	   las	   diferentes	   kisspeptinas	   generadas	   tras	   el	  
procesamiento	  proteolítico	  del	  precursor	  común	  pre-­‐prokisspeptina	  (modificado	  de	  (178)).	  	  El	  gen	  que	  codifica	  el	  receptor	  para	  las	  Kp	  se	  identificó	  en	  1999	  en	  cerebro	  de	  rata	   y	   su	   producto	   se	   caracterizó	   como	   un	   receptor	   huérfano	   con	   siete	   dominios	  transmembrana,	  acoplado	  a	  proteína	  G	  con	  un	  alto	  grado	  de	  similitud	  con	  el	  receptor	  de	  galanina	   (GAL)	   (>40%)	   (179).	  Dos	   años	  más	   tarde,	   aparecieron	   los	  primeros	   trabajos	  que	   vinculaban	   funcionalmente	   al	   receptor	   GPR54	   con	   la	   familia	   de	   las	   Kp,	  constituyendo	  el	  sistema	  KISS1/GPR54	  (177).	  A	  pesar	  de	  que	  los	  elementos	  del	  sistema	  KISS1/GPR54	  ya	  se	  habían	  descrito	  en	  2001,	  la	  participación	  de	  este	  sistema	  en	  el	  control	  de	  la	  función	  reproductora	  no	  se	  puso	   de	   manifiesto	   hasta	   finales	   de	   2003.	   En	   ese	   año,	   se	   publicaron	   dos	   artículos	  científicos	  independientes	  que	  documentaron	  la	  presencia	  de	  delecciones	  y	  mutaciones	  inactivantes	   para	   el	   gen	   GPR54	   en	   pacientes	   con	   formas	   familiares	   o	   esporádicas	   de	  hipogonadismo	   hipogonadotropo	   idiopático	   (IHH).	   Estos	   cuadros	   de	   IHH	   se	  caracterizaban	  por	   bajos	   niveles	   circulantes	   de	   gonadotropinas	   y	   esteroides	   sexuales,	  impuberismo	  e	  infertilidad	  de	  origen	  central	  (134,	  135).	  	  Estas	   primeras	   observaciones	   en	   humanos	   se	   reforzaron	   con	   estudios	  realizados	   en	   ratones	   a	   los	   que	   se	   les	   inactivó	   el	   gen	  Gpr54.	   Tras	   la	   inactivación,	   los	  ratones	  mostraron	   un	   fenotipo	   similar	   al	   de	   los	   pacientes	   con	   IHH	   (180).	   Además,	   se	  describió	   que	   estos	   animales	   conservaban	   la	   respuesta	   hipofisaria	   a	   GnRH	   y	  presentaban	  niveles	  hipotalámicos	  normales	  de	  este	  neuropéptido,	  lo	  que	  llevó	  a	  pensar	  que	  las	  alteraciones	  que	  presentaban	  podrían	  estar	  relacionadas	  con	  un	  fallo	  primario	  de	  los	  sistemas	  controladores	  de	  la	  secreción	  de	  GnRH.	  El	  análisis	  combinado	  de	  estos	  
!"#$%"&'())%#%*(+,
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modelos	  humanos	  y	  murinos	  sentaron	  las	  bases	  para	  la	  posterior	  caracterización	  de	  la	  relevancia	  de	  las	  Kp	  en	  la	  Fisiología	  de	  la	  Reproducción.	  	   1.3.1.1.1.1.	  EXPRESIÓN	  DEL	  SISTEMA	  KISS1/GPR54	  	  La	  expresión	  de	  Kiss1	  se	  ha	  estudiado	  en	  distintas	  especies.	  En	  todas	  ellas	  se	  ha	  demostrado	   su	   localización	   en	   diferentes	   tejidos	   como	   gónadas,	   placenta,	   músculo	  esquelético,	  páncreas,	  hígado	  o	  hipófisis	   y	   en	  el	   SNC.	  En	  este	  último,	   se	  ha	  descrito	   la	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  la	  médula	  espinal	  y	  en	  el	  cerebro,	  entre	  otras	  localizaciones,	  en	  el	  hipotálamo	  (181,	  182).	  En	  roedores,	  diversos	  estudios	  neuroanatómicos	  han	  analizado	  de	  manera	  más	  precisa	   la	   distribución	   de	   las	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   en	   el	   hipotálamo,	  demostrándose	   la	  existencia	  de	  dos	  poblaciones	  neuronales,	  una	  ubicada	  en	  el	  núcleo	  ARC	   y	   otra	   en	   el	   AVPV	   (182-­‐184).	   En	   cuanto	   a	   la	   población	   de	   neuronas	   Kiss1	  localizadas	  en	  el	  AVPV,	  hay	  que	  destacar	  que	  muestran	  un	  claro	  dimorfismo	  sexual,	  ya	  que	  son	  mucho	  más	  numerosas	  en	  hembras	  que	  en	  machos	  (185).	  Con	   independencia	  del	  sexo,	   la	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  el	  hipotálamo	  va	   incrementándose	  progresivamente	  desde	  el	  nacimiento	  hasta	  alcanzar	  sus	  niveles	  más	  altos	  con	  la	   llegada	  de	  la	  pubertad	  (130).	   También	  en	  roedores,	  se	  ha	  descrito	  que	  las	  neuronas	  Kiss1	  del	  núcleo	  ARC	  y	  el	  AVPV	  proyectan	  sus	  axones	  hacia	  el	  POA,	  donde	  están	  localizadas	  la	  mayor	  parte	  de	  las	  neuronas	  GnRH	  (132).	  Sin	  embargo,	  se	  han	  encontrado	  diferencias	  en	  cuanto	  a	   las	  aferencias	   procedentes	   de	   ambas	   localizaciones.	   Parece	   ser	   que	   la	   mayoría	   de	   estas	  aferencias	   proceden	   del	   AVPV	   (186),	   lo	   que	   indicaría	   que	   la	   mayor	   parte	   de	   las	  neuronas	   Kiss1	   del	   núcleo	   ARC	   interaccionarían	   con	   las	   neuronas	   GnRH	   de	   manera	  indirecta	  a	  través	  de	  neuronas	  interpuestas	  (133).	  Recientemente	   se	   ha	   identificado	   entre	   las	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   del	  núcleo	   ARC	   una	   subpoblación	   que	   coexpresaría,	   junto	   a	   las	   Kp,	   otros	   neuropéptidos	  como	   neurokinina	   B	   (NKB)	   y	   dinorfinas	   (DYN),	   así	   como	   sus	   correspondientes	  receptores	   NK3R	   y	   KOR,	   es	   por	   ello	   que	   estas	   neuronas	   han	   recibido	   el	   nombre	   de	  neuronas	  KNDy.	  En	  cuanto	  el	   receptor	  para	   las	  Kp,	  numerosos	  datos	   indican	  que	  el	  GPR54	  se	  expresa	  prácticamente	  en	  los	  mismos	  tejidos	  que	  KISS1	  (182,	  187,	  188)	  y,	  en	  concreto,	  se	  ha	  demostrado	   su	   expresión	   en	   el	   soma	  y	   los	   terminales	   axónicos	  de	   las	  neuronas	  GnRH	  (189).	  En	  ratas	  machos	  y	  hembras,	  al	  igual	  que	  ocurre	  con	  la	  expresión	  de	  Kiss1,	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la	  expresión	  de	  Gpr54	  va	  incrementándose	  progresivamente	  en	  el	  hipotálamo	  desde	  el	  nacimiento	  hasta	  la	  llegada	  de	  la	  pubertad	  (130).	  	   1.3.1.1.1.2.	  PAPEL	  DE	  LAS	  NEURONAS	  KISS1	  EN	  EL	  CONTROL	  DE	  LA	  SECRECIÓN	  DE	  GONADOTROPINAS	  	  	   En	   2004,	   poco	   tiempo	   después	   de	   que	   se	   mostraran	   las	   alteraciones	  reproductoras	   que	   presentaban	   los	   enfermos	   de	   IHH	   con	   alteraciones	   del	   gen	   que	  codifica	   para	   GPR54	   y	   los	   ratones	   mutantes	   para	   este	   gen,	   una	   serie	   de	   trabajos	  realizados	  en	  mamíferos	  de	  ambos	  sexos	  describieron	  que	  tanto	  la	  Kp-­‐54	  como	  la	  Kp-­‐10	  inducían	   un	   potente	   efecto	   estimulador	   de	   la	   liberación	   de	   LH	   y	   FSH	   (130,	   131,	   190-­‐193).	  Hoy	  día	  se	  admite	  que	  las	  Kp	  son,	  junto	  al	  GnRH,	  los	  más	  potentes	  estimuladores	  de	  la	  liberación	  de	  gonadotropinas.	  Estos	  estudios	  también	  demostraron	  que	  los	  patrones	  de	  respuesta	  de	  ambas	  gonadotropinas	   a	   las	   Kp	   presentan	   diferencias.	   En	   este	   sentido,	   la	   inyección	  intracerebroventricular	   (icv)	   de	   Kp-­‐10	   en	   ratas	   macho	   adultas	   indujo	   una	   respuesta	  estimuladora	  de	  FSH	  retrasada	  (30	  min)	  en	  comparación	  con	  la	  rápida	  respuesta	  de	  LH	  observada	  en	  estos	  mismos	  animales	  (5-­‐15	  min)	  (194).	  Así	   mismo,	   la	   respuesta	   de	   gonadotropinas	   a	   las	   Kp	   difiere	   en	   cuanto	   a	  duración	   y	   sensibilidad	   según	  que	   se	   administre	   a	   nivel	   central	   o	   periférico.	   Estudios	  llevados	  a	   cabo	  en	   rata	  demostraron	  que	   la	   administración	   central	  de	  Kp-­‐10	  en	  dosis	  bajas	   (100	   fmol-­‐1	   pmol)	   producía	   una	   estimulación	   de	   la	   liberación	   de	   LH	   cuya	  duración	  superaba	  las	  3	  horas	  (194),	  mientras	  que	  si	  se	  suministraba	  por	  vía	  periférica,	  se	  necesitaban	  dosis	  mayores	  para	  inducir	  un	  incremento	  sostenido	  de	  la	  liberación	  de	  gonadotropinas	  y,	  además,	  la	  duración	  de	  la	  respuesta	  era	  menor	  (131,	  193,	  195).	  En	   el	   contexto	   del	   análisis	   de	   los	   factores	   que	   condicionan	   la	   expresión	   de	  
Kiss1	   en	   el	  núcleo	  ARC	  y	   el	  AVPV,	   se	  obtuvieron	   las	  primeras	   evidencias	  del	  papel	  de	  estas	   señales	   como	   mediadoras	   del	   feedback	   negativo	   y	   positivo	   de	   los	   esteroides	  gonadales	  sobre	   la	   liberación	  de	  gonadotropinas.	  Así,	   la	  extirpación	  de	   las	  gónadas	  en	  diferentes	   especies	  de	  mamíferos	  de	  ambos	   sexos	  produjo	  un	  gran	   incremento	  de	   los	  niveles	  del	  RNAm	  de	  Kiss1	  en	  el	  núcleo	  ARC	  (187,	  196-­‐198)	  y	  un	  aumento	  paralelo	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  gonadotropinas.	  Estos	  niveles	  se	  normalizaron	  al	  suplementar	  a	  los	  animales	  con	  esteroides	  sexuales	  (130).	  Estudios	   posteriores	   confirmaron	   estas	   evidencias	   por	   hibridación	   in	   situ,	  demostrándose	   que,	   tanto	   el	   aumento	   de	   la	   expresión	   de	   Kiss1	   hipotalámico	   tras	   la	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extirpación	   de	   las	   gónadas,	   como	   su	   normalización	   tras	   el	   reemplazamiento	   con	  esteroides	  sexuales	  ocurría	  específicamente	  en	  el	  núcleo	  ARC	  (187,	  198).	  Hay	  que	  destacar	  que,	  prácticamente	  en	  todas	   las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  del	  núcleo	  ARC,	  se	  expresan	  los	  receptores	  de	  andrógenos	  (AR),	  de	  progesterona	  (PRA	  y	  B)	  y	  de	  E2	  tipo	  α	  (ERα)	  (199),	  mientras	  que	  solo	  una	  minoría	  expresa	  los	  receptores	  de	  E2	   tipo	  β	   (ERβ)	   (187,	   198).	   Este	   último	   dato	   demuestra	   la	   importancia	   del	   ERα	   en	   el	  control	   por	   retroalimentación	   negativa	   de	   los	   E2	   sobre	   la	   liberación	   de	  GnRH/gonadotropinas.	  Análisis	  comparativos	  han	  demostrado	  que	  el	  control	  que	  ejerce	  la	  T	  sobre	  la	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  el	  núcleo	  ARC	  es	  mediado	  a	  través	  del	  AR	  y	  el	  ERα,	  tras	  la	  aromatización	  de	  la	  T	  a	  E2	  (187).	  Además	  del	  control	  por	  retroalimentación	  negativa	  que	  ejercen	  los	  esteroides	  sexuales	  sobre	  la	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  del	  núcleo	  ARC,	  se	  ha	  demostrado	  que	  estos	  también	  están	  implicados	  en	  el	  control	  de	  la	  expresión	  de	  
Kiss1	   en	   las	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   localizadas	   en	   el	   AVPV.	   Así,	   en	   roedores	   de	  ambos	  sexos	   la	   retirada	  de	   las	  gónadas	  se	   sigue	  de	  una	  disminución	  de	   los	  niveles	  de	  expresión	  del	  RNAm	  de	  Kiss1	  en	  el	  AVPV	  y	  de	  un	  incremento	  de	  la	  misma	  cuando	  estos	  animales	   son	   suplementados	   con	   esteroides	   sexuales.	   Aunque	   estos	   patrones	   de	  respuesta	   se	   detectaron	   en	   ratones	   de	   ambos	   sexos,	   la	   respuesta	   fue	   mucho	   más	  acusada	  en	  las	  hembras	  (187,	  198).	  Dado	  que	  posteriormente	  se	  observó	  en	  ratas	  adultas	  cíclicas	  un	  aumento	  de	  la	  expresión	  del	  RNAm	  de	  Kiss1	  en	  el	  AVPV	  precediendo	  el	  pico	  preovulatorio	  de	  LH	  (200),	  se	  propuso	  que	  esta	  señal	  podría	  mediar	  los	  efectos	  de	  los	  E2	  en	  la	  generación	  del	  pico	  preovulatorio	   de	   GnRH/LH.	   Esta	   hipótesis	   fue	   confirmada	   mediante	   estudios	  farmacológicos	   en	   los	   que	   se	   bloqueaba	   específicamente	   el	   ERα	   en	   el	   AVPV,	  produciéndose	  un	  bloqueo	  del	  pico	  preovulatorio	  de	  LH	  y	  de	  la	  ovulación	  (201).	  Finalmente,	   en	   el	   contexto	   del	   control	   kisspeptidérgico	   de	   la	   liberación	   de	  gonadotropinas,	   se	   ha	   propuesto	   recientemente	   un	   modelo	   de	   regulación	   de	   la	  secreción	   pulsátil	   de	   GnRH	  por	   las	   neuronas	  KNDy	   del	   núcleo	   ARC.	   Se	   trataría	   de	   un	  modelo	  autosináptico,	  donde	  NKB	  actuaría	  como	  regulador	  positivo	  de	  la	  liberación	  de	  Kp	   por	   estas	   neuronas	   y	  DYN	   actuaría	   como	   regulador	   negativo	   (183,	   202).	   El	   efecto	  secuencial	  y	  combinado	  de	  NKB/DYN	  sobre	  las	  neuronas	  KNDy	  produciría	  la	  liberación	  pulsátil	  de	  Kp.	  Dado	  que	  estas	  neuronas,	  proyectan	  sus	  axones	  hacia	  el	  terminal	  axónico	  de	  las	  neuronas	  GnRH	  en	  la	  eminencia	  media,	  la	  liberación	  pulsátil	  de	  Kp	  contribuiría	  al	  establecimiento	   del	   característico	   patrón	   pulsátil	   de	   liberación	   de	  GnRH/gonadotropinas	  (203).	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1.3.1.1.2.	  NKB	  	  La	   NKB	   es	   un	   neuropéptido	   de	   10	   aa	   que	   va	   estimular	   la	   liberación	   de	  GnRH/LH	  a	  través	  de	  su	  interacción	  con	  el	  receptor	  NK3R	  (204-­‐206).	  Se	  ha	  detectado	  la	  expresión	  de	  NK3R	  en	  los	  axones	  de	  neuronas	  GnRH,	  lo	  que	  apoyaría	  la	  hipótesis	  de	  un	  posible	  efecto	  directo	  de	  NKB	  sobre	  estas	  neuronas	  (207).	  Además,	  la	  presencia	  de	  este	  receptor	   en	   las	   neuronas	   KNDy	   ha	   permitido	   demostrar	   su	   efecto	   estimulador	   de	   la	  liberación	  de	  Kp	  por	  estas	  neuronas	  y	  su	  posible	  contribución	  a	  la	  liberación	  pulsátil	  de	  GnRH/gonadotropinas	  por	  contribuir	  a	   la	  generación	  del	  patrón	  pulsátil	  de	   liberación	  de	  Kp	  por	  las	  neuronas	  KNDy.	  Recientemente	   se	   ha	   descrito	   que	   el	   sistema	   NKB/NK3R	   desempeña	   un	  importante	  papel	  en	  la	  iniciación	  de	  la	  pubertad	  e	  incluso	  se	  ha	  propuesto	  que	  pudiera	  estar	  involucrado	  en	  la	  modulación	  del	  eje	  HHG	  por	  factores	  metabólicos	  (208).	  	  1.3.1.1.3.	  AMINOÁCIDOS	  EXCITATORIOS	  (EAAS)	  
	  Los	  EAAs	  tienen	  un	  papel	  clave	  en	  el	  control	  hipotalámico	  de	  la	   liberación	  de	  gonadotropinas	   por	   ejercer	   un	   efecto	   estimulador	   de	   la	   secreción	   de	   las	   mismas.	   De	  entre	  los	  diferentes	  EAAs,	  el	  más	  importante	  es	  el	  glutamato,	  que	  es	  capaz	  de	  unirse	  a	  dos	   tipos	   de	   receptores:	   ionotrópicos	   (que	   son	   canales	   iónicos	   específicos)	   y	  metabotrópicos	   (acoplados	   a	   proteína	   G),	   ambos	   tipos	   se	   localizan	   en	   el	   hipotálamo	  (209).	   El	   glutamato	   está	   estrechamente	   ligado	   a	   la	   secreción	   de	   GnRH	  mediante	   su	  unión	   a	   receptores	   ionotrópicos,	   cuya	   expresión	   se	   ha	   descrito	   en	   las	   terminaciones	  axónicas	  de	  las	  neuronas	  GnRH	  localizadas	  en	  la	  eminencia	  media	  (210).	  	  	  1.3.1.1.4.	  CATECOLAMINAS	  	  Las	   neuronas	   hipotalámicas	   que	   sintetizan	   y	   liberan	   adrenalina	   y	  noradrenalina	   también	   participan	   en	   la	   activación	   de	   las	   neuronas	   GnRH,	   siendo	   la	  noradrenalina	   la	  que	   lleva	  a	  cabo	  una	   función	  más	  relevante	  (211).	  Existen	  diferentes	  tipos	   de	   receptores	   adrenérgicos:	   α1,	   α2,	   β1	   y	   β2,	   que	   van	   a	   regular	   la	   liberación	   de	  GnRH	   (211).	   Diversos	   estudios	   utilizando	   compuestos	   que	   lesionaban	   selectivamente	  las	  neuronas	  adrenérgicas	  demostraron	  la	  importancia	  de	  éstas	  en	  la	  activación	  del	  eje	  HHG	  que	  precede	  a	  la	  llegada	  de	  la	  pubertad	  (212).	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1.3.1.1.5.	  PÉPTIDO	  SIMILAR	  A	  LA	  GALANINA	  (GALP)	  	  La	  GALP	  es	  un	  péptido	  hipotalámico	  de	  29	  aa	  cuyas	  acciones	  son	  mediadas	  a	  través	   de	   su	   interacción	   con	   3	   tipos	   de	   receptores:	   GALR1,	   GALR2	   y	   GALR3.	   Este	  péptido	   también	   se	   ha	   relacionado	   con	   la	   liberación	   pulsátil	   de	   GnRH	   en	   torno	   a	   la	  pubertad	  (213)	  y	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  infusión	  central	  crónica	  de	  GALP	  estimula	  la	  secreción	  de	  LH	  (214).	  	  
1.3.1.2.	  SEÑALES	  INHIBIDORAS	  	  1.3.1.2.1.	  GABA	  	  El	   GABA	   es	   el	   neurotransmisor	   inhibitorio	   más	   abundante	   del	   SNC	   y	   va	   a	  mediar	  sus	  acciones	  a	  través	  de	  su	  interacción	  con	  dos	  tipos	  de	  receptores:	  ionotrópicos	  (Ej.	   GABAA)	   y	  metabotrópicos	   (Ej.	   GABAB).	   En	   el	   hipotálamo,	   el	   GABA	   va	   a	   reducir	   la	  actividad	   secretora	   de	   las	   neuronas	   GnRH	   mediante	   su	   unión	   con	   ambos	   tipos	   de	  receptores,	  aunque	  parece	  ser	  que	  sus	  acciones	  están	  mediadas,	  mayoritariamente,	  por	  receptores	  GABAA	  (215).	  	  1.3.1.2.2.	  GnIH	  	  La	   GnIH	   es	   un	   neuropéptido	   hipotalámico	   que	   tiene	   la	   capacidad	   de	   inhibir	  directa	  e	  indirectamente	  la	  liberación	  de	  gonadotropinas	  hipofisarias	  (216).	  El	   GnIH	   fue	   descubierto	   en	   aves,	   y	   es	   un	   dodecapéptido	   que	   presenta	   el	  extremo	  carboxilo	  en	  común	  con	  sus	  ortólogos	  en	   las	  demás	  especies	  de	  vertebrados.	  Dado	  que	  todos	  comparten	  el	  extremo	  RF-­‐amida	  (Arg-­‐Phe-­‐NH2),	  han	  sido	  incluidos	  en	  la	   familia	   de	   los	   péptidos	   relacionados	   RF-­‐amida	   (RFRPs).	   Varios	   estudios	  farmacológicos	  han	  apoyado	  el	  papel	  de	   los	  RFRPs	  como	  reguladores	  centrales	  del	  eje	  reproductor	  (217,	  218).	  	  1.3.1.2.3.	  NPY	  	  El	  NPY	  es	  uno	  de	   los	  neurotransmisores	  más	  abundantes	  en	  el	  SNC	  y,	  dentro	  de	   este,	   su	   expresión	   es	  muy	   intensa	   en	   el	   núcleo	   ARC	   (219).	   Entre	   las	   acciones	   que	  ejerce	   el	   NPY,	   se	   ha	   demostrado	   su	   participación	   en	   el	   control	   de	   la	   liberación	   de	  gonadotropinas.	   Este	   control	   está	  mediado,	   al	  menos	   en	   parte,	   por	   la	   interacción	   del	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péptido	  con	  sus	  receptores	  Y1	  e	  Y5,	  ambos	  presentes	  en	  las	  neuronas	  GnRH	  (220).	  Aunque	  se	  ha	  descrito	  la	  capacidad	  del	  NPY	  de	  estimular	  la	  liberación	  de	  LH	  en	  determinadas	  condiciones,	  se	  le	  considera	  un	  factor	  inhibidor	  de	  la	  secreción	  de	  dicha	  hormona	  (220,	  221).	  El	  efecto	   inhibidor	  del	  NPY	  ha	  sido	  apoyado	  por	  su	  presencia	  en	  neuronas	  GABA,	   a	   las	   que	   se	   les	   atribuye	  un	  papel	   fundamentalmente	   inhibidor	  de	   la	  liberación	  de	  gonadotropinas	  (222).	  	  1.3.1.2.4.	  OPIOIDES	  ENDÓGENOS	  (EOPS)	  	  Los	  EOPS	  son	  potentes	  inhibidores	  de	  la	  secreción	  de	  GnRH/LH	  (223).	  Existen	  tres	   clases	   de	  EOPS	  biológicamente	   activos:	   β-­‐endorfinas	   (β-­‐END),	  DYN	  y	   encefalinas.	  Los	  EOPS	  ejercen	  sus	  efectos	  en	  el	  SNC	  a	  través	  de	  sus	  receptores	  específicos	  μ,	  κ	  y	  δ.	  Parece	  ser	  que	  estos	  receptores	  no	  se	  expresan	  en	  la	  neuronas	  GnRH	  (224,	  225),	  por	  lo	  que	  se	  piensa	  que	  la	  acción	  inhibitoria	  de	  los	  EOPS	  sobre	  estas	  neuronas	  podría	  llevarse	  a	  cabo	  a	  través	  de	  neuronas	  interpuestas	  (226).	  Datos	   recientes	   avalan	   la	   hipótesis	   de	   que	   la	   liberación	   de	   DYN	   por	   las	  neuronas	  KNDy	  del	  núcleo	  ARC	  contribuiría	  a	  establecer	  el	  patrón	  pulsátil	  de	  liberación	  de	  Kp	  y,	  a	  través	  de	  este	  mecanismo,	  las	  DYN	  contribuirían	  a	  establecer	  el	  característico	  patrón	  pulsátil	  de	  liberación	  de	  GnRH/gonadotropinas.	  	  
1.3.2.	  REGULADORES	  PERIFÉRICOS	  DEL	  EJE	  HHG	  	  El	  eje	  HHG	  también	  se	  encuentra	  regulado	  de	  manera	  precisa	  por	  la	  acción	  de	  diversas	  señales	  de	  origen	  periférico	  que	  van	  a	  actuar,	  de	  manera	  coordinada,	  con	   las	  señales	   de	   origen	   central	   para	   modular	   la	   función	   reproductora.	   A	   continuación	   se	  detallarán	  los	  principales	  factores	  periféricos	  implicados	  en	  la	  regulación	  del	  eje	  HHG.	  	  
1.3.2.1.	  FACTORES	  GONADALES	  
	  1.3.2.1.1.	  ESTEROIDES	  	  	  Los	   esteroides	   gonadales	   (andrógenos,	   PG	   y	   E2),	   interaccionan	   con	   sus	  receptores	   específicos	   (AR,	   PR-­‐A	   y	   PR-­‐B	   y	   ERα	   y	   ERβ)	   en	   el	   SNC,	   para	   llevar	   a	   cabo	  numerosas	  acciones	  entre	  las	  que	  destacan	  su	  participación	  en:	  la	  regulación	  funcional	  de	  múltiples	  circuitos	  neuronales,	   la	  regulación	  de	  la	  expresión	  de	  un	  gran	  número	  de	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neurotransmisores,	  la	  modulación	  de	  la	  plasticidad	  neuronal,	  el	  desarrollo	  cerebral	  o	  la	  neuroprotección	  frente	  a	  agentes	  lesivos	  (227).	  Entre	  las	  acciones	  de	  estas	  hormonas	  a	  nivel	  central,	  es	  clave	  su	  participación	  en	  la	  regulación	  funcional	  de	  los	  circuitos	  neuronales	  que	  participan	  en	  el	  control	  de	  la	  función	   reproductora.	   En	   concreto,	   a	   nivel	   hipotalámico,	   los	   ER	   se	   localizan,	  mayoritariamente,	  en	  el	  núcleo	  ARC	  y	  el	  AVPV	  (228).	  Se	  ha	  descrito	  que	  el	  núcleo	  ARC	  está	   implicado	   en	   la	   retroalimentación	   negativa	   que	   ejercen	   los	   E2	   y	   la	   T	   sobre	   la	  secreción	   de	   LH	   y	   FSH,	   mientras	   que	   el	   AVPV	   participaría	   en	   la	   retroalimentación	  positiva	  que	  ejercen	  los	  E2	  sobre	  la	  secreción	  de	  LH	  en	  el	  ciclo	  estral	  de	  la	  hembra.	  Se	  ha	  podido	   demostrar	   que	   los	   efectos	   de	   retroalimentación	   positiva	   y	   negativa	   de	   los	   E2	  sobre	  la	  liberación	  de	  LH	  son	  mediados,	  fundamentalmente,	  por	  los	  ERα	  (229).	  Adicionalmente,	  se	  ha	  propuesto	  que	  los	  E2	  podrían	  actuar	  directamente	  sobre	  las	  neuronas	  GnRH	  a	  través	  de	  receptores	  ERβ	  o,	   incluso,	  de	  receptores	  de	  membrana	  acoplados	   a	   proteínas	   G	   como	   el	   GPR30	   (230).	   Sin	   embargo,	   la	   mayor	   parte	   de	   los	  efectos	  de	  los	  E2	  sobre	  las	  neuronas	  GnRH	  parecen	  llevarse	  a	  cabo	  a	  través	  de	  neuronas	  interpuestas	  que	  expresan	  ERα	  o	  ERβ	  como	  serían	  las	  neuronas	  que	  sintetizan	  Kp,	  NPY,	  glutamato,	  GABA	  o	  catecolaminas.	  	  1.3.2.1.2.	  PÉPTIDOS	  	  Los	  péptidos	  gonadales	  van	  a	  modular	  la	  secreción	  de	  gonadotropinas	  a	  nivel	  hipofisario.	  Se	  conoce	  la	  existencia	  de	  tres	  tipos	  de	  estos	  péptidos	  que,	  por	  sus	  efectos	  sobre	  la	  liberación	  de	  FSH,	  han	  recibido	  el	  nombre	  de:	  inhibinas,	  activinas	  y	  folistatina.	  Las	  inhibinas	  A	  y	  B	  se	  producen	  en	  el	  testículo,	  concretamente	  en	  las	  células	  de	  Sertoli,	  mientras	  que	  en	  el	  ovario,	   lo	  hacen	  en	   las	  células	  de	   la	  granulosa	   (231).	  Estos	  péptidos	  van	  a	   tener	   la	  capacidad	  de	   inhibir	  directamente	   la	  secreción	  de	  FSH	  por	   los	  gonadotropos	  hipofisarios	  (232).	  Las	  activinas	  A	  y	  B	  son	  péptidos	  sintetizados	  en	  las	  gónadas	  y	  otros	  tejidos	  que	  son	  capaces	  de	  estimular	  directamente	   la	  secreción	  hipofisaria	  de	  FSH	  (233).	  Hay	  que	  destacar	   la	   función	   de	   las	   activinas	   producidas	   en	   la	   hipófisis,	   que	   actúan	   de	   forma	  paracrina	  sobre	  las	  células	  gonadotropas	  estimulando	  la	  liberación	  de	  FSH	  (234).	  La	   folistatina	   se	   sintetiza	   en	   las	   gónadas	   y	   va	   a	   inducir	   la	   inhibición	   de	   la	  secreción	   de	   FSH	   de	   manera	   indirecta	   debido	   a	   su	   alta	   capacidad	   de	   unión	   con	   las	  activinas,	   por	   lo	   que	   bloquean	   el	   efecto	   estimulador	   de	   éstas	   sobre	   las	   células	  gonadotropas	  (235).	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1.3.2.2.	  FACTORES	  METABÓLICOS	  
	  El	  eje	  HHG	  es	  muy	  sensible	  al	  estado	  metabólico	  y	  energético	  del	  organismo.	  Los	  diferentes	  factores	  metabólicos	  que	  van	  a	  interaccionar	  con	  el	  eje	  HHG	  modulando	  la	  capacidad	  reproductora	  se	  desarrollarán	  en	  detalle	  en	  los	  siguientes	  apartados.	  	  
1.4.	   CONTROL	   INTEGRADO	   DEL	   BALANCE	  
ENERGÉTICO	  Y	  LA	  FUNCIÓN	  REPRODUCTORA	  	  La	  existencia	  de	  una	  estrecha	  vinculación	  entre	   la	  magnitud	  de	   los	  depósitos	  energéticos	  de	  un	   individuo	   y	   su	   capacidad	  para	   reproducirse	   se	   suponía	   ya	  desde	   la	  antigüedad.	  Una	  prueba	  evidente	  de	  ello	  es	  que	  todas	  las	  diosas	  de	  la	  fertilidad	  se	  han	  representado	   siempre	   como	   mujeres	   obesas	   con	   abundante	   tejido	   adiposo.	   Sin	  embargo,	   no	   fue	   hasta	   las	   décadas	   de	   los	   60	   y	   los	   70	   del	   siglo	   pasado	   cuando	  comenzaron	   a	   comprenderse	   los	   mecanismos	   y	   señales	   implicados	   en	   este	   control	  integrado	  del	  balance	  energético	  y	  la	  reproducción.	  	  Los	  estudios	  iniciales	  sobre	  este	  tema	  propusieron	  la	  necesidad	  de	  alcanzar	  un	  umbral	   mínimo	   de	   peso	   corporal	   o	   de	   masa	   grasa	   para	   poner	   en	   marcha	   la	   función	  reproductora	   y	   mantenerla	   en	   la	   edad	   adulta	   (236-­‐238).	   Desde	   entonces,	   se	   han	  descubierto	  un	  gran	  número	  de	  señales	  de	  origen	  central	  y	  periférico	  responsables	  de	  la	  adecuación	  de	   la	   función	   reproductora	   a	   la	   disponibilidad	  de	   recursos	   energéticos	   en	  los	  depósitos	  del	  organismo.	  Como	  hemos	  comentado,	  los	  resultados	  obtenidos	  hasta	  el	  momento	   utilizando	   diferentes	   aproximaciones	   experimentales	   indican	   que:	   1)	   las	  señales	   de	   suficiencia	   energética	   (anorexigénicas)	   tienden	   a	   favorecer	   la	   puesta	   en	  marcha	  y	  mantenimiento	  de	  la	  función	  reproductora	  a	  través	  de	  estimular	  la	  liberación	  de	   GnRH/gonadotropinas	   y	   2)	   las	   señales	   que	   informan	   de	   la	   escasez	   de	   recursos	  energéticos	   (orexigénicas)	   tienden	   a	   inhibir	   el	   eje	   GnRH/gonadotropinas	   y,	   por	   este	  mecanismo,	   a	   dificultar	   la	   puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	   reproductora	   o	   a	   hacerla	  desaparecer	  una	  vez	  iniciada.	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1.4.1.	   FACTORES	   CENTRALES	   IMPLICADOS	   EN	   EL	   CONTROL	  
METABÓLICO	  DE	  LA	  REPRODUCCIÓN	  	  	  Los	   factores	   centrales	   responsables	   del	   control	   del	   balance	   energético	   van	   a	  modular	   la	   actividad	   de	   las	   neuronas	   GnRH	   de	   manera	   directa	   o	   bien	   a	   través	   de	  neuronas	   hipotalámicas	   interpuestas	   que	   emiten	   proyecciones	   sobre	   las	   neuronas	  GnRH	  (239).	  Las	   principales	   neuronas	   implicadas	   en	   el	   control	   metabólico	   de	   la	  reproducción	  son	  las	  que	  expresan	  los	  neuropéptidos	  NPY/AgRP,	  POMC/CART,	  Kp	  y	  el	  GALP	   (239).	   Todas	   las	   neuronas	   que	   expresan	   estos	   neuropéptidos	   se	   encuentran	  ubicadas	   en	   el	   núcleo	   ARC,	   considerado	   un	   núcleo	   crítico	   en	   la	   regulación	   del	  metabolismo	  y	  la	  reproducción.	  	  
1.4.1.1.	  NPY/AgRP	  
	  El	  NPY,	  como	  señal	  de	  insuficiencia	  energética	  (orexigénico),	  está	  implicado	  en	  el	  control	  del	  eje	  HHG.	  Sus	  efectos	  sobre	  este	  eje	  son	  ambiguos	  y	  parecen	  depender	  de	  la	  especie,	   del	   estado	   endocrino	   y	   del	   modo	   de	   administración	   (agudo	   o	   crónico).	   La	  infusión	  de	  NPY	  a	  nivel	  central	  inhibe	  la	  secreción	  pulsátil	  de	  LH	  en	  hembras	  OVX	  (240),	  mientras	   que	   en	   hembras	   OVX	   y	   suplementadas	   con	   E2,	   la	   estimula	   (241).	   En	   ratas	  macho,	  el	  tratamiento	  crónico	  con	  NPY	  en	  el	  ventrículo	  lateral	  inhibe	  el	  eje	  HHG	  (242),	  lo	  que	  parece	  relacionarse	  con	  su	  papel	  de	  señalizador	  de	  insuficiencia	  energética.	  Se	  ha	  postulado	  que	  la	   insulina	  y	   la	   leptina	  ejercen	  su	  efecto	  estimulador	  de	  la	   liberación	  de	  gonadotropinas	  mediante	  la	  inhibición	  de	  la	  liberación	  de	  este	  péptido	  (243).	  	  
1.4.1.2.	  POMC/CART	  	  Las	   neuronas	   que	   expresan	   POMC/CART	   en	   el	   núcleo	   ARC	   también	   parecen	  contribuir	   al	   control	   integrado	   del	   metabolismo	   y	   la	   reproducción.	   Los	   productos	  derivados	  del	  procesamiento	  proteolítico	  de	  POMC	  (α-­‐MSH	  y	  β-­‐END)	  han	  demostrado	  poseer	   efectos	   diferenciales	   sobre	   la	   ingesta	   de	   alimentos.	   Así,	   mientras	   que	   α-­‐MSH,	  como	   señal	   de	   suficiencia	   energética,	   reduce	   la	   ingesta	   de	   alimentos,	   la	   β-­‐END,	   como	  señal	  de	   insuficiencia	   energética,	   la	   estimula.	  En	   concordancia	   con	  estos	   efectos,	   la	  α-­‐MSH	  estimula	   la	   liberación	  de	  LH	   (244)	   y	   favorece	   la	   aparición	  de	   lordosis	   en	   la	   rata	  hembra	  y	  la	  β-­‐END	  inhibe	  la	  secreción	  de	  GnRH/LH	  (239).	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1.4.1.3.	  KISSPEPTINAS	  	  	   Algunas	   evidencias	   experimentales	   sugieren	   que	   las	   neuronas	  kisspeptidérgicas	  vehiculan	  parte	  de	   la	   información	  de	   señales	  metabólicas	  que	  van	  a	  modular	  indirectamente	  la	  liberación	  de	  GnRH.	  Así,	   la	  administración	  icv	  de	  leptina	  en	  modelos	   animales	   incrementa	   la	   expresión	   hipotalámica	   de	   Kiss1	   en	   el	   núcleo	   ARC.	  Además,	   se	   ha	   observado	   en	   modelos	   de	   sobre	   y	   subnutrición	   postnatal	   en	   ratas	  hembra,	   que	   la	   leptina	   podría	   ser	   un	   importante	   regulador	   de	   la	   expresión	   de	   Kiss1	  durante	  la	  pubertad	  (142).	  	  En	   los	   últimos	   años	   se	   ha	   estudiado	   la	   posible	   implicación	   del	   sistema	  
Kiss1/Gpr54	  en	  esta	  interacción	  dinámica	  entre	  el	  estado	  energético	  del	  organismo	  y	  el	  eje	  HPG.	  Trabajos	  realizados	  en	  ratas	  puberales	  y	  adultas	  sometidas	  a	  una	  situación	  de	  ayuno	  mostraron	  una	  caída	  de	  los	  niveles	  de	  ARNm	  de	  Kiss1	  hipotalámico,	  que	  se	  asoció	  con	   la	   disminución	   de	   los	   niveles	   circulantes	   de	   LH	   (141,	   245).	   En	   la	   misma	   línea,	  trabajos	   realizados	   en	  modelos	   animales	  de	  diabetes	   experimental	   han	  mostrado	  una	  marcada	  disminución	  de	  los	  niveles	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  hipotálamo	  y	  una	  caída	  de	  los	  niveles	  de	  LH	  en	  suero	  (246,	  247).	  La	  relevancia	  funcional	  de	  este	  fenómeno	  se	  ha	  confirmado	  mediante	  estudios	  farmacológicos.	  Así,	   la	   administración	   central	   crónica	  de	  Kp-­‐10	   en	   ratas	  hembras	   con	  retraso	  en	   la	   llegada	  de	   la	  pubertad	  por	  estar	  sometidas	  a	  subnutrición	  calórica	  (30%	  desde	   el	   día	   23	   pn	   en	   adelante),	   provocó	   una	   potente	   respuesta	   estimuladora	  gonadotrópica/estrogénica	  y	  una	  normalización	  de	   la	  edad	  de	   llegada	  a	   la	  pubertad,	  a	  pesar	   de	   que	   estos	   animales	  mostraban	   una	   reducción	   persistente	   del	   peso	   corporal	  (141).	   Además	   del	   papel	   de	   las	   Kp	   en	   el	   control	  metabólico	   de	   la	   reproducción	   en	  condiciones	  de	  balance	  energético	  negativo,	  se	  ha	  postulado	  que	  el	  sistema	  Kiss1/Gpr54	  también	  podría	  verse	  alterado	  en	  condiciones	  de	  obesidad	  y	  diabetes	  de	   tipo	  2	   (248),	  hipótesis	  que	  tendrá	  que	  ser	  validada	  experimentalmente.	  	  	  
1.4.1.4.	  GALP	  
	  El	   GALP	   es	   un	   neuropéptido	   que	   desempeña	   un	   papel	   destacado	   en	   la	  regulación	   de	   la	   ingesta	   y	   el	   peso	   corporal	   como	   señal	   anorexigénica	   (249).	   Su	  expresión	   en	   el	   SNC	   disminuye	   en	   situaciones	   de	   ayuno	   y	   se	   incrementa	   tras	   la	  administración	  de	  insulina	  y	  leptina	  (250,	  251).	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Este	   neuropéptido	   también	   parece	   participar	   en	   la	   modulación	   del	   eje	  reproductor	  (252).	  En	  este	  sentido,	  se	  ha	  descrito	  que	  las	  neuronas	  que	  expresan	  GALP	  se	   encuentran	   próximas	   a	   un	   subgrupo	   de	   neuronas	   GnRH	   en	   el	   POA	   (253)	   y	   se	   ha	  observado	  que	  su	  administración	  central	  estimula	   la	   secreción	  de	  GnRH/LH	  en	  varias	  especies	   (252).	   Estos	   datos	   apoyarían	   la	   participación	   de	   este	   neuropéptido	   en	   el	  control	  integrado	  del	  balance	  energético	  y	  la	  función	  reproductora.	  	  	  
1.4.2.	  FACTORES	  PERIFÉRICOS	  IMPLICADOS	  EN	  EL	  CONTROL	  
METABÓLICO	  DE	  LA	  REPRODUCCIÓN	  	  	  Diversos	  factores	  metabólicos	  van	  a	  informar	  a	  los	  centros	  del	  SNC	  implicados	  en	  el	  control	  de	  la	  reproducción	  sobre	  el	  estado	  energético	  y	  metabólico	  del	  organismo,	  determinando	  si	  se	  pone	  en	  marcha	  la	  capacidad	  de	  reproducirse	  y	  si	  una	  vez	  adquirida	  esta	  capacidad,	  se	  mantiene.	  Estas	  señales	  periféricas	  proceden	  fundamentalmente	  del	  tejido	   adiposo,	   del	   páncreas	   y	   del	   tracto	   gastrointestinal	   y	   serán	   detalladas	   a	  continuación.	  	  1.4.2.1.	  LEPTINA	  	  	  Los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  se	  han	  correlacionado	  de	  manera	  directa	  con	  la	  magnitud	  de	   los	  depósitos	  de	   grasa	  del	   organismo,	  por	   lo	  que	   la	  hormona	  actuaría	  como	  una	  señal	  de	  suficiencia	  energética	  (60,	  61).	  Estudios	  realizados	  en	  ratones	  obesos	  deficientes	  en	  leptina	  (ob/ob),	  ayudaron	  a	   comprender	  el	  papel	  de	   esta	   señal	   en	  el	   control	  metabólico	  de	   la	   reproducción.	   Los	  ratones	   ob/ob	   se	   caracterizan	   por	   presentar	   alteraciones	   reproductoras	   que	   incluyen	  bajos	   niveles	   circulantes	   de	   gonadotropinas	   y	   de	   esteroides	   gonadales	   además	   de	   un	  desarrollo	   incompleto	  de	   los	  órganos	  reproductores,	  ausencia	  de	  maduración	  sexual	  e	  infertilidad.	  Cuando	  a	  estos	  animales	  se	  les	  administra	  leptina,	  se	  normalizan	  los	  niveles	  circulantes	  de	  gonadotropinas	  y	  de	  esteroides	  gonadales	  y,	  con	  ello,	   la	  maduración	  de	  los	  órganos	  reproductores.	  La	  normalización	  de	  estos	  parámetros	  en	  los	  ratones	  ob/ob	  permite	   la	   puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	   reproductora	   en	   estos	   animales	   y	   el	  mantenimiento	  de	  la	  misma	  mientras	  persiste	  la	  administración	  de	  leptina	  (254).	  Los	   datos	   obtenidos	   en	   animales	   que	   demuestran	   el	   papel	   permisivo	   de	   la	  leptina	  en	  la	  adquisición	  y	  mantenimiento	  de	  la	  capacidad	  de	  reproducirse,	  se	  han	  visto	  reforzados	   por	   estudios	   realizados	   en	   mujeres	   en	   situaciones	   de	   balance	   energético	  negativo.	   Así,	   en	   pacientes	   con	   bajos	   niveles	   circulantes	   de	   leptina	   y	   amenorrea	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hipotalámica	   que	   cursa	   con	   problemas	   de	   fertilidad,	   se	   ha	   demostrado	   que	   el	  tratamiento	  con	  leptina	  normaliza	  los	  niveles	  endógenos	  de	  gonadotropinas	  y	  E2	  y,	  con	  ello,	  la	  recuperación	  de	  la	  capacidad	  de	  reproducirse	  (255,	  256).	  Es	   interesante	   hacer	   notar	   que	   no	   solo	   las	   deficiencias	   de	   leptina	   producen	  desórdenes	  en	  la	  función	  reproductora,	  sino	  que	  las	  situaciones	  que	  cursan	  con	  niveles	  suprafisiológicos	   de	   la	   hormona,	   como	   la	   obesidad	   mórbida,	   también	   conllevan	  consecuencias	  negativas	  para	  el	  correcto	  funcionamiento	  del	  eje	  HHG.	  En	  este	  sentido,	  se	   ha	   demostrado	   en	   individuos	   obesos	   una	   correlación	   inversa	   entre	   los	   niveles	  circulantes	  de	  leptina	  y	  T	  (257).	  En	  estos	  individuos,	  la	  leptina	  induce	  una	  disminución	  de	  la	  síntesis	  de	  T	  a	  través	  de	  la	  inhibición	  de	  la	  esteroidogénesis	  gonadal	  (257,	  258).	  Dada	   la	   aparente	   ausencia	   de	   expresión	   de	   receptores	   de	   leptina	   en	   las	  neuronas	   GnRH,	   se	   ha	   postulado	   que	   la	   hormona	   podría	   actuar	   como	   un	   factor	  permisivo	  de	  la	  liberación	  de	  GnRH	  y	  gonadotropinas	  a	  través	  de	  modificar	  la	  actividad	  de	   neuronas	   que	   sí	   interaccionan	   directamente	   con	   las	   neuronas	   GnRH.	   Como	  mediadoras	  de	   las	  acciones	  de	   la	   leptina	  se	  han	  propuesto	  a	   las	  neuronas	  que	   liberan	  NPY	  y	  a	  las	  que	  liberan	  Kp	  de	  tal	  forma	  que	  la	  leptina	  estimularía	  la	  liberación	  de	  Kp	  y/o	  inhibiría	  la	  liberación	  de	  NPY	  (144,	  243).	  Además	  del	  posible	  estímulo	  de	  GnRH/gonadotropinas	  mediado	  por	  neuronas	  interpuestas,	   la	   leptina	   también	   parece	   estimular	   directamente	   la	   liberación	   de	  gonadotropinas	  por	   la	  hipófisis	  (259),	  de	  manera	  que	  podría	  haber	  una	  sinergia	  entre	  los	  efectos	  centrales	  y	  periféricos	  de	  la	  hormona	  que	  contribuirían	  a	  la	  activación	  del	  eje	  HHG.	   	  1.4.2.2.	  INSULINA	  	  Al	   igual	  que	   la	   leptina,	   la	   insulina	  es	  una	  señal	  de	  suficiencia	  energética	  (78).	  Diversas	   observaciones	   experimentales	   han	   sugerido	   la	   posible	   implicación	   de	   esta	  hormona	  en	  el	  control	  de	  la	  secreción	  de	  GnRH	  y	  gonadotropinas.	  En	  apoyo	  de	  esta	  hipótesis,	  datos	  concluyentes	  muestran	  que	  los	  receptores	  de	  insulina	   se	   expresan	   ampliamente	   por	   todo	   el	   SNC,	   incluido	   el	   hipotálamo.	   La	  importancia	  de	  la	  expresión	  de	  este	  receptor	  en	  el	  hipotálamo	  se	  puso	  de	  manifiesto	  en	  estudios	   realizados	   en	   ratones	   genéticamente	  modificados	   que	   presentan	  mutaciones	  para	  el	  gen	  del	  receptor	  de	  la	  insulina	  en	  el	  hipotálamo	  (ratones	  NIRKO),	  observándose	  en	   ellos	   una	   reducción	  de	   los	   niveles	   de	   LH	   asociada	   a	   hipogonadismo	   (79).	   Por	   otro	  lado,	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  secreción	  pulsátil	  de	  LH	  disminuye	  en	  estados	  deficientes	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de	  insulina	  (como	  el	  ayuno	  o	  la	  diabetes	  de	  tipo	  I),	  recuperándose	  esta	  secreción	  tras	  la	  administración	  de	  insulina	  a	  nivel	  central	  (260-­‐262).	  En	  este	  sentido,	  es	  conocido	  que,	  en	  humanos,	  la	  diabetes	  de	  tipo	  I	  cursa	  con	  desórdenes	  en	  la	  pubertad	  y	  la	  reproducción	  (263,	  264).	  En	  cuanto	  al	  modo	  de	  acción	  de	  la	  insulina,	  se	  propuso	  que	  la	  hormona	  podría	  desempeñar	   sus	   acciones	   en	   el	   control	   de	   la	   función	   reproductora	   interaccionando	  directamente	   con	   sus	   receptores	   localizados	   en	   las	   neuronas	   GnRH	   (265,	   266).	   Sin	  embargo,	  un	  estudio	  reciente	  mostró	  que	  la	  delección	  específica	  del	  receptor	  de	  insulina	  en	   estas	   neuronas,	   no	   alteró	   la	   función	   reproductora	   en	   ninguna	   fase	   del	   desarrollo	  (267).	   Por	  ello,	  como	  alternativa	  a	  la	  hipótesis	  anterior,	  se	  ha	  sugerido	  recientemente	  que	  la	  participación	  de	  la	  insulina	  en	  el	  control	  de	  la	  función	  reproductora	  pudiera	  estar	  mediada,	   en	   su	   mayor	   parte,	   por	   la	   interacción	   de	   la	   hormona	   con	   sus	   receptores	  localizados	  en	   las	  neuronas	  que	   liberan	  Kp,	  NPY	  y	  GABA	  (243).	  Así,	  en	  condiciones	  de	  balance	  energético	  negativo,	  los	  niveles	  hipotalámicos	  de	  NPY	  se	  mantendrán	  elevados,	  lo	  que	   inhibirá	   la	  expresión	  y	   liberación	  de	  GnRH.	  En	  estas	  condiciones,	   los	  niveles	  de	  insulina	   son	   bajos	   y	   la	   falta	   de	   la	   hormona	   impedirá	   que	   esta	   ejerza	   su	   efecto	  estimulador	   de	   las	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   e	   inhibidor	   de	   NPY	   y	   GABA.	   Tras	   la	  ingesta	  de	  alimentos,	  disminuyen	   los	  niveles	  hipotalámicos	  de	  NPY	  e	   incrementan	   los	  niveles	   circulantes	   de	   insulina,	   que	   estimularían	   a	   las	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   e	  inhibirían	  a	  las	  neuronas	  NPY	  y	  GABA.	  Este	  conjunto	  de	  cambios	  permitiría	  una	  mayor	  liberación	  de	  GnRH	  y	  gonadotropinas	  y,	   con	  ello,	   estimularía	   la	   función	   reproductora.	  En	  apoyo	  de	  esta	  hipótesis,	  se	  ha	  descrito	  en	  roedores	  que	  la	  delección	  del	  receptor	  de	  insulina	  en	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  provoca	  un	  retraso	  puberal	  en	  ambos	  sexos,	  aunque	  la	  fertilidad	  de	  estos	  animales	  no	  se	  vio	  afectada	  en	  la	  edad	  adulta	  (268).	  	  1.4.2.3.	  GHRELINA	  	  Los	  niveles	   circulantes	  de	   ghrelina	   se	  han	   correlacionado	  de	  manera	   inversa	  con	  la	  magnitud	  de	  los	  depósitos	  de	  grasa	  del	  organismo,	  por	  lo	  que	  actuaría	  como	  una	  señal	  de	  insuficiencia	  energética	  (105,	  106).	  En	  los	  últimos	  años,	  varios	  trabajos	  han	  sugerido	  que	  la	  ghrelina	  podría	  actuar,	  en	   ambos	   sexos,	   como	   un	   modulador	   de	   la	   actividad	   del	   eje	   HHG.	   Experimentos	   en	  roedores	  confirman	  esta	  hipótesis,	  ya	  que	  demuestran	  que	  la	  administración	  central	  de	  ghrelina	  produce	  un	  retraso	  en	  la	  llegada	  a	  la	  pubertad	  (269)	  por	  su	  efecto	  inhibidor	  de	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la	  liberación	  de	  Kisspeptinas	  y,	  a	  través	  del	  mismo,	  de	  GnRH	  (270,	  271).	  En	  cuanto	  a	  los	  efectos	  de	  la	  ghrelina	  a	  nivel	  periférico,	  hay	  que	  destacar	  que,	  en	  machos,	  va	  a	  producir	  una	   inhibición	   de	   la	   esteroidogénesis	   testicular	   y	   de	   la	   proliferación	   de	   la	   células	   de	  Leydig	  (272).	  	  El	   papel	   de	   la	   ghrelina	   en	   la	   regulación	   de	   la	   función	   reproductora	   no	   se	  considera	  tan	  esencial	  como	  el	  de	  la	  leptina,	  ya	  que	  los	  ratones	  mutantes	  para	  el	  gen	  que	  codifica	  la	  hormona	  no	  presentan	  trastornos	  severos	  de	  la	  fertilidad	  (273).	  	  1.4.2.4.	  PYY3-­‐36	  	  Este	   péptido	   de	   origen	   intestinal	   es	   una	   señal	   de	   suficiencia	   energética	   cuya	  expresión	  disminuye	  significativamente	  en	  situaciones	  de	  balance	  energético	  negativo	  (274).	   Datos	   recientes	   indican	   que	   el	   PYY3-­‐36	   también	   interviene	   en	   el	   control	   del	   eje	  HHG	  aunque	  sus	  efectos	  sobre	  el	  mismo	  parecen	  depender	  del	  sexo,	  del	  momento	  del	  desarrollo	  y	  del	  estado	  nutricional	  (274,	  275).	  Hay	  que	  destacar	  que	  la	  administración	  central	   de	   PYY3-­‐36	   estimula	   la	   secreción	   de	   LH	   en	   ratas	   adultas,	   efecto	   que	   se	   ve	  potenciado	  en	  situaciones	  de	  ayuno	  (275).	  	  
1.4.3.	  REGULACIÓN	  METABÓLICA	  DE	  LA	  PUBERTAD	  	  
	   La	  pubertad	  se	  define	  como	  el	  periodo	  de	  transición	  entre	  la	  etapa	  infantil	  y	  la	  etapa	   adulta	   durante	   el	   cual	   se	   adquiere	   la	   capacidad	   reproductora	   y	   tiene	   lugar	   la	  maduración	  de	  los	  órganos	  genitales	  y	  el	  desarrollo	  completo	  de	  los	  caracteres	  sexuales	  secundarios,	  así	  como	  importantes	  cambios	  somáticos	  y	  de	  conducta	  (276).	  Este	   conjunto	   de	   cambios	   endocrinos	   y	   físicos	   está	   determinado	   en	   ambos	  sexos	   por	   la	   acción	   coordinada	   de	   una	   serie	   de	   factores	   endógenos	   y	   exógenos,	   que	  definen	  la	  cronología	  de	  los	  cambios	  que	  culminarán	  con	  la	  adquisición	  de	  la	  capacidad	  para	   reproducirse	   tras	   la	   pubertad.	   Esta	   capacidad	   se	   logrará	   cuando	   las	   condiciones	  internas	  y	  externas	  del	  organismo	  sean	  las	  adecuadas.	  En	  caso	  contrario,	  se	  producirá	  una	  perturbación	  en	  la	  edad	  de	  llegada	  a	  la	  pubertad.	  	  Entre	   los	   distintos	   factores	   que	   pueden	   alterar	   la	   pubertad,	   está	   bien	  establecido	  que	   las	  condiciones	  metabólicas	  y	   la	  magnitud	  de	   las	  reservas	  energéticas	  del	  organismo	  juegan	  un	  papel	  muy	  importante	  (238,	  277).	  Este	  control	  metabólico	  de	  la	   pubertad,	   permitiría	   alcanzar	   la	   capacidad	   reproductora	   únicamente	   cuando	   los	  niveles	   energéticos	   del	   organismo	   fueran	   los	   adecuados	   (278).	   Por	   ello,	   no	   solo	   las	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condiciones	   de	   déficit	   energético	   se	   asocian	   con	   alteraciones	   de	   la	   pubertad,	   también	  situaciones	  de	  exceso	  de	  reservas	  energéticas,	  como	  la	  obesidad	  mórbida,	  se	  asocian	  a	  perturbaciones	  en	  la	  llegada	  de	  la	  misma,	  especialmente	  en	  las	  hembras	  (142).	  Determinadas	   señales	   metabólicas	   van	   a	   interaccionar	   con	   los	   centros	  reguladores	   de	   la	   función	   reproductora	   para	  modular	   la	   llegada	   a	   la	   pubertad.	   Entre	  estas	  señales	  hay	  que	  destacar	  el	  papel	  de	  la	  leptina	  y	  la	  ghrelina.	  La	  leptina,	  como	  señal	  de	  suficiencia	  energética,	  va	  a	  desempeñar	  un	  papel	  permisivo	  en	  la	  puesta	  en	  marcha	  de	   la	   función	   reproductora	   como	   demuestra	   el	   retraso	   o	   ausencia	   de	   pubertad	  observado	   en	   estudios	   realizados	   en	   humanos	   y	   modelos	   animales	   que	   presentaban	  alteraciones	  que	  cursan	  con	  hipoleptinemia	  (279).	  La	   ghrelina,	   como	   señal	   que	   informa	   de	   un	   estado	   de	   escasez	   de	   recursos	  energéticos,	  actúa	  como	  un	  modulador	  negativo	  del	  desarrollo	  puberal.	  En	  ratas	  macho,	  la	  administración	  de	  ghrelina	  durante	  la	  etapa	  peripuberal	   induce	  una	  disminución	  de	  los	   niveles	   circulantes	   de	   LH	   y	   T	   y	   un	   retraso	   en	   la	   aparición	   de	   los	   primeros	   signos	  externos	  de	  pubertad	  (280).	  Igualmente,	  se	  han	  encontrado	  evidencias	  de	  este	  retraso	  puberal	  tras	  la	  administración	  de	  ghrelina	  en	  las	  hembras	  (281).	  La	   edad	   de	   llegada	   a	   la	   pubertad	   también	   puede	   verse	   condicionada	   por	   el	  estatus	  metabólico	  en	  etapas	  tempranas	  del	  desarrollo	  (pre	  y	  postnatal)	  (142,	  282).	  En	  este	  sentido,	  se	  ha	  documentado	  que	  existe	  una	  tendencia	  al	  adelanto	  de	  la	  pubertad	  en	  mujeres	  con	  bajo	  peso	  al	  nacimiento	  que	  posteriormente	  desarrollan	  obesidad	  infantil	  (283).	  En	  roedores,	  se	  ha	  comprobado	  que	  varias	  manipulaciones	  nutricionales	  durante	  la	   etapa	   gestacional	   y	   postnatal	   producen	   un	   impacto	   en	   la	   edad	   de	   llegada	   a	   la	  pubertad	   (142,	   284,	   285).	   En	   el	   siguiente	   apartado	   se	   detallarán	   estos	   fenómenos	   de	  programación	  temprana,	  así	  como	  sus	  causas	  y	  consecuencias.	  	  
1.5.	   PROGRAMACIÓN	   TEMPRANA	   Y	   FENÓMENOS	  
EPIGENÉTICOS	   	  El	   concepto	  de	  que	   la	  salud	  de	  un	   individuo	  adulto	  podría	  verse	   influenciada	  por	   procesos	   que	   acontecen	   en	   etapas	   tempranas	   del	   desarrollo	   está	   ampliamente	  aceptado	  por	  la	  comunidad	  científica.	  Las	  aplicaciones	  e	  implicaciones	  médicas	  de	  este	  concepto	   fueron	   demostradas	   en	   la	   década	   de	   los	   80	   por	   Barker	   y	   cols.	   mediante	  estudios	  epidemiológicos	  realizados	  en	  humanos	  en	  los	  que	  se	  asociaba	  un	  bajo	  peso	  al	  nacimiento	  con	  el	  riesgo	  de	  padecer	  enfermedades	  cardíacas	  y	  desórdenes	  metabólicos	  en	  la	  edad	  adulta,	  efectos	  mediados	  por	  una	  programación	  fetal	  alterada	  (286).	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Los	  trabajos	  pioneros	  de	  Barker	  y	  cols.	  estimularon	  el	  interés	  de	  la	  comunidad	  científica	   por	   comprender	   los	   orígenes	   tempranos	   de	   las	   enfermedades	   en	   la	   edad	  adulta,	   abriendo	   un	   nuevo	   campo	   de	   investigación	   que	   en	   los	   últimos	   años	   se	   ha	  explorado	  activamente.	  Actualmente,	  la	  teoría	  es	  denominada	  "Orígenes	  en	  el	  desarrollo	  de	  la	  salud	  y	  la	   enfermedad"	   (del	   inglés	   Developmental	   Origins	   of	   Health	   and	   Disease,	   DOHaD)	   y	  propone	   que	   diversos	   estímulos	   o	   insultos	   medioambientales	   durante	   etapas	  tempranas	   del	   desarrollo	   pueden	   inducir	   cambios	   permanentes	   que	   aumentarán	   la	  susceptibilidad	  del	  individuo	  a	  padecer	  algunas	  enfermedades	  en	  la	  edad	  adulta	  (287).	  En	   esta	   teoría,	   hay	   que	   destacar	   un	   concepto	   clave,	   el	   fenómeno	   de	   programación	  temprana,	  que	  desarrollaremos	  en	  los	  siguientes	  apartados.	  	  	  
1.5.1.	  PROGRAMACIÓN	  TEMPRANA	  	  La	  programación	  temprana	  se	  define	  como	  el	  proceso	  mediante	  el	  cual	  algunos	  estímulos	   y	   señales	   en	   las	   etapas	   iniciales	   del	   desarrollo	   van	   a	   provocar	   cambios	  permanentes	   en	   la	   estructura	   y	   función	   de	   los	   tejidos.	   Estos	   cambios	   capacitarán	   al	  organismo	   para	   adaptarse	   a	   entornos	   bioquímicos	   y	   moleculares	   fisiológicos	   o	  anormales	   y	   permanecerán	   indelebles	   a	   lo	   largo	   de	   la	   vida	   del	   individuo	   aún	   en	  ausencia	   del	   estímulo	   o	   señal	   que	   los	   ha	   provocado	   (288).	   La	   programación	   puede	  ocurrir	   tanto	   en	   la	   etapa	   intrauterina	   como	   en	   la	   postnatal	   temprana	   (Figura	   13),	  aunque	   en	   los	   últimos	   años	   la	   programación	   intrauterina	   ha	   acaparado	   una	   mayor	  atención.	  	  Un	   ejemplo	   de	   programación	   fisiológica	   temprana	   serían	   las	   modificaciones	  estructurales	   y	   funcionales	   que	   los	   esteroides	   gonadales	   inducen	   sobre	   estructuras	  indiferenciadas	  como	  los	  precursores	  de	  los	  genitales	  internos	  y	  externos	  y	  el	  SNC	  para	  diferenciarlos	   en	   sentido	   masculino	   o	   femenino	   y	   determinar,	   de	   este	   modo,	   su	  funcionamiento	   tras	   la	   pubertad	   (289).	   Otro	   ejemplo	   de	   programación	   fisiológica	  temprana	  sería	  la	  modificación	  estructural	  y	  funcional	  que	  induciría	  en	  roedores	  el	  pico	  endógeno	  de	  leptina	  que	  se	  produce	  entre	  los	  días	  4	  a	  16	  de	  desarrollo	  postnatal,	  en	  la	  organización	   morfofuncional	   de	   los	   circuitos	   neuronales	   cerebrales	   implicados	   en	   el	  control	  de	  la	  ingesta	  y	  la	  homeostasis	  energética	  (290).	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Figura	   13.	   Periodos	   críticos	   del	   desarrollo	   en	   roedores	   y	   humanos	   en	   los	   que	   puede	   ocurrir	   la	  
programación	  (modificado	  de	  (291)	  ).	  	  	  Desgraciadamente,	   estímulos	   anómalos	   que	   modifican	   el	   ambiente	  intrauterino	   o	   postnatal	   temprano	   también	   pueden	  modificar,	   en	   este	   caso	   de	   forma	  anómala,	   la	   estructura	   y	   función	   de	   numerosos	   tejidos	   y,	   con	   ello,	   incrementan	   la	  susceptibilidad	  al	  desarrollo	  de	  enfermedades	  durante	  la	  edad	  adulta.	  En	  los	  siguientes	  apartados	   analizaremos	   los	   efectos	   de	   diferentes	   estímulos	   anómalos	   durante	   el	  desarrollo	  intrauterino	  y	  el	  desarrollo	  postnatal	  temprano.	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exclusiva	  o	  predominantemente	  en	  sólo	  uno	  de	  ellos,	  es	  decir,	  uno	  de	  sus	  alelos	  no	  se	  transcribe.	  Estos	  genes	  que	  no	  se	  expresan,	  se	  dice	  que	  están	  marcados	  o	  "improntados"	  y	  a	  este	  fenómeno	  se	  le	  denomina	  impronta	  genómica.	  Esta	   impronta	  no	  supone	  cambios	  en	   la	  secuencia	  de	  nucleótidos	  del	  ADN	  en	  esos	  genes,	  sino	  que	  ésta	  se	  produce	  por	  la	  adición	  de	  grupos	  metilo	  a	  los	  residuos	  de	  citosina	   de	   los	   dinucleótidos	   formados	   por	   citosina	   y	   guanina.	   Los	   grupos	   metilo	  pueden	  crear	  una	  configuración	  local	  de	  la	  cromatina	  que	  determina	  que	  los	  genes	  sean	  inaccesibles	   y	   por	   ello	   transcripcionalmente	   inactivos.	   La	   impronta	   genómica	   es	   un	  proceso	   importante	  en	  etapas	  tempranas	  del	  desarrollo	  en	  mamíferos,	  ya	  que	  muchos	  de	   los	   genes	   "improntados"	   conocidos	   hasta	   la	   fecha	   están	   relacionados	   con	   la	  regulación	  del	  crecimiento	  fetal	  y	  la	  placenta	  (295).	  	  Durante	   el	   desarrollo	   embrionario	   y	   fetal	   algunos	   de	   estos	   patrones	  epigenéticos	  se	  van	  a	  mantener,	  mientras	  que	  otros	  se	  modificarán.	  La	  etapa	  prenatal	  del	  desarrollo	  es	  especialmente	  vulnerable	  a	  sufrir	  cambios	  epigenéticos	  inducidos	  por	  diversas	  señales	  ambientales	  que	  pueden	  influir	  sobre	  el	  crecimiento	  y	  desarrollo	  fetal.	  En	   este	   sentido,	   se	   ha	   demostrado	   que	   los	   factores	   nutricionales	   y	   endocrinos	   tienen	  una	   clara	   influencia	   sobre	   el	   epigenotipo	   de	   un	   organismo	   (296).	   Por	   lo	   tanto,	   la	  epigenética	  va	  a	  proporcionar	  un	  mecanismo	  molecular	  para	  la	  programación,	  que	  va	  a	  enlazar	   la	   genética,	   el	   ambiente	   prenatal,	   el	   crecimiento	   intrauterino	   y,	  consecuentemente,	  la	  susceptibilidad	  a	  padecer	  enfermedades	  en	  etapas	  posteriores	  del	  desarrollo	  (291).	  	  	  
1.5.3.	   MODIFICACIONES	   DE	   LA	   PROGRAMACIÓN	  
INTRAUTERINA	  NORMAL	  Y	  SUS	  CONSECUENCIAS	  	  La	   programación	   intrauterina	   de	   la	   susceptibilidad	   a	   enfermedades	   se	   ha	  demostrado	   experimentalmente	   en	   varios	   modelos	   animales	   mediante	   el	   uso	   de	  técnicas	   (estrés	   maternal,	   hipoxia,	   administración	   de	   corticoides,	   manipulación	   de	   la	  dieta	   o	   modificaciones	   en	   la	   placenta)	   que	   modifican	   anormalmente	   el	   ambiente	  intrauterino	  y	  que	  van	  a	  determinar	  un	  retraso	  del	  crecimiento	  fetal.	  Tras	  el	  nacimiento,	  los	  recién	  nacidos	  sometidos	  a	  estas	  manipulaciones	  presentan	  bajo	  peso,	  lo	  que	  se	  ha	  asociado	  con	  la	  aparición,	  en	  la	  edad	  adulta,	  de	  hipertensión,	   intolerancia	  a	   la	  glucosa,	  obesidad	   o	   alteraciones	   en	   el	   funcionamiento	   de	   determinados	   ejes	   endocrinos	  (hipotálamo-­‐hipófiso-­‐adrenal	   o	   sistema	   renina-­‐angiotensina-­‐aldosterona)	   (297).	   Cabe	  destacar	   que	   la	   naturaleza	   del	   estímulo	   intrauterino,	   su	   duración	   y	   el	   momento	   del	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embarazo	  en	  el	  que	  actúa	  son	  factores	  esenciales	  para	   la	  determinación	  del	  patrón	  de	  crecimiento	  intrauterino	  (298).	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1.5.3.1.	  MANIPULACIONES	  METABÓLICAS	  Y	  NUTRICIONALES	  	   La	   programación	   metabólica	   o	   nutricional	   se	   ha	   demostrado	  experimentalmente	  en	  una	  amplia	  variedad	  de	  especies	  mediante	  la	  manipulación	  de	  la	  disponibilidad,	   por	   parte	   del	   feto,	   de	   macronutrientes	   y	   micronutrientes	   durante	   el	  desarrollo	  (298).	  Para	  reducir	  el	  aporte	  de	  nutrientes	  al	  feto	  se	  han	  utilizado	  una	  amplia	  gama	  de	  técnicas	  como	  la	  restricción	  calórica	  a	  la	  madre,	  la	  restricción	  placentaria	  o	  la	  reducción	   del	   flujo	   sanguíneo	   uterino	   y/o	   umbilical.	   Igualmente,	   se	   ha	   nutrido	   a	   las	  madres	   con	   dietas	   con	   alto	   contenido	   graso	   o	   bien	   dietas	   manipuladas	   en	   cuanto	   al	  contenido	   en	   determinados	   micronutrientes	   (calcio,	   hierro,	   vitaminas	   o	   ácido	   fólico)	  (300).	   Todas	   estas	   modificaciones	   del	   ambiente	   intrauterino	   van	   a	   afectar	   el	  crecimiento	   fetal	   y	   van	   a	   provocar	   desórdenes	   en	   la	   función	  metabólica,	   endocrina	   y	  cardiovascular	  en	  la	  etapa	  postnatal.	  	  
1.5.3.2.	  MANIPULACIONES	  DEL	  AMBIENTE	  ENDOCRINO	  	   La	   concentración	   de	   hormonas	   y	   la	   actividad	   de	   las	   mismas	   durante	   el	  desarrollo	  intrauterino	  van	  a	  cambiar	  en	  respuesta	  a	  diferentes	  señales	  ambientales.	  En	  este	  sentido,	  se	  sabe	  que	  la	  hipoxémia,	  el	  estrés	  o	  la	  nutrición	  inadecuada	  de	  la	  madre	  pueden	   alterar,	   tanto	   a	   nivel	   materno	   como	   fetal,	   la	   concentración	   de	   numerosas	  hormonas	  como	  la	  hormona	  del	  crecimiento,	   los	  factores	  de	  crecimiento	  similares	  a	   la	  insulina,	   la	   insulina,	   los	   glucocorticoides,	   las	   catecolaminas,	   la	   leptina,	   las	   hormonas	  tiroideas,	   los	   esteroides	   sexuales	   o	   algunas	   hormonas	   placentarias	   (lactógeno	  placentario)	  (291).	  A	  su	  vez,	  las	  alteraciones	  endocrinas	  van	  a	  afectar	  al	  crecimiento	  y	  desarrollo	  fetal	   directamente	   o	   indirectamente	   a	   través	   de	   modificar	   el	   aporte	   de	   nutrientes	   al	  mismo	  (301).	  Como	  ejemplo,	  se	  ha	  descrito	  que	   la	  manipulación	  directa	  de	   los	  niveles	  de	   glucocorticoides,	   andrógenos	   y	   hormonas	   tiroideas	   en	   el	   útero,	   producen	  alteraciones	  del	  desarrollo	  fetal	  que	  tendrá	  consecuencias	  a	  largo	  plazo	  sobre	  la	  función	  reproductora,	   el	   metabolismo	   y	   el	   funcionamiento	   del	   sistema	   cardiovascular	   (302,	  303).	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1.5.4.	  MANIPULACIONES	  DE	  LA	  PROGRAMACIÓN	  POSTNATAL	  
TEMPRANA	  NORMAL	  Y	  SUS	  CONSECUENCIAS	  	  Para	  determinar	   los	  mecanismos	  relacionados	  con	   la	  programación	  postnatal	  temprana	   ha	   sido	   muy	   importante	   el	   uso	   de	   modelos	   animales.	   En	   las	   especies	  altriciales,	   que	   son	   inmaduras	   en	   el	   momento	   del	   nacimiento,	   varios	   sistemas	  fisiológicos	  objeto	  de	  programación	  en	  el	  útero	  van	  a	  continuar	  desarrollándose	  tras	  el	  nacimiento,	  por	  lo	  que	  el	  periodo	  de	  plasticidad	  durante	  el	  desarrollo	  se	  va	  a	  extender	  a	  la	  etapa	  postnatal	  temprana	  (Figura	  13).	  Un	  claro	  ejemplo	  de	  especie	  altricial	  es	  la	  rata,	  donde	   el	   periodo	   de	   lactancia	   se	   correlaciona	   con	   el	   tercer	   trimestre	   de	   la	   gestación	  humana	  (304)	  de	  manera	  que,	  en	  esta	  especie,	  habrá	  una	  maduración	  de	  la	  mayoría	  de	  los	  órganos	  y	  sistemas	   tras	  el	  nacimiento,	   lo	  que	  permite	  su	   fácil	  manipulación	  por	  el	  experimentador.	  	  La	   cantidad	   de	   comida	   consumida	   durante	   la	   lactancia	   va	   a	   determinar	   el	  patrón	   de	   ingesta	   en	   etapas	   posteriores	   del	   desarrollo	   (305).La	   importancia	   de	   este	  periodo	   se	   ha	   demostrado	   mediante	   estudios	   desarrollados	   en	   rata	   donde	   se	  incrementó	   la	   disponibilidad	   de	   nutrientes	   mediante	   la	   reducción	   del	   tamaño	   de	   la	  camada	  a	  3	  o	  4	  crías/madre	  en	  lugar	  del	  número	  normal	  de	  crías/madre	  que	  es	  de	  10-­‐12.	  El	  aumento	  de	  disponibilidad	  de	   leche	  en	   las	  crías	  provoca	  diversas	  alteraciones	  a	  largo	   plazo,	   como	   dislipemia,	   hiperinsulinemia,	   hiperleptinemia	   o	   un	   incremento	   de	  peso	  y	  masa	  grasa	  (306-­‐308).	  Apoyando	   la	   teoría	   de	   la	   relevancia	   en	   animales	   del	   periodo	   postnatal	  temprano	  en	  la	  programación	  de	  enfermedades	  en	  etapas	  posteriores	  del	  desarrollo,	  en	  humanos	   se	  publicó	  un	  estudio	  epidemiológico	  donde	  se	  asoció	   la	   rápida	  ganancia	  de	  peso	  durante	  los	  4	  primeros	  meses	  de	  vida	  con	  un	  mayor	  riesgo	  de	  presentar	  sobrepeso	  en	   etapas	   posteriores	   del	   desarrollo,	   una	   asociación	   que	   era	   independiente	   del	   peso	  corporal	  en	  el	  momento	  del	  nacimiento	  (309).	  	  	   	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
	  	  




2.	  OBJETIVOS	  	  La	   reproducción	   está	   sometida	   a	   sistemas	   de	   control	   altamente	   sofisticados	  que	   integran	   señales	   tanto	   de	   origen	   central	   como	   periférico.	   De	   entre	   los	   distintos	  factores	   que	   pueden	   alterar	   la	   función	   reproductora	   hay	   que	   destacar	   su	   especial	  sensibilidad	  a	  las	  condiciones	  metabólicas	  del	  organismo.	  Actualmente,	  la	  obesidad	  es	  la	  enfermedad	   nutricional	   más	   frecuente	   en	   los	   países	   desarrollados,	   estando	   asociada	  tanto	   al	   desarrollo	   de	   alteraciones	   metabólicas	   como	   a	   desórdenes	   en	   la	   función	  reproductora.	   El	   desarrollo	   de	   la	   obesidad,	   va	   a	   depender	   de	   factores	   genéticos	   y	  ambientales	   que	   van	   a	   interaccionar	   desde	   etapas	   tempranas	   del	   desarrollo	   hasta	   la	  etapa	  adulta.	  De	  entre	  estos	   factores	  ambientales,	  hay	  que	  destacar	   la	   importancia	  del	  tipo	  de	  dieta	   consumida,	   además	  del	  papel	   que	  desempeñan	   las	  hormonas	   gonadales,	  estrógenos	  y	  andrógenos,	  en	  el	  desarrollo	  de	  esta	  enfermedad.	  	  En	  este	  contexto,	  el	  OBJETIVO	  GENERAL	  de	  esta	  Tesis	   fue	   la	  caracterización	  de	   la	   función	  metabólica	  y	  reproductora	  en	  varios	  modelos	  animales,	  de	  ambos	  sexos,	  generados	   mediante	   la	   exposición	   aislada	   o	   combinada	   a	   diferentes	   estímulos	  nutricionales	  y/u	  hormonales	  aplicados	  en	  distintas	  fases	  del	  desarrollo.	  	  Para	   la	   consecución	   de	   este	   objetivo	   general,	   se	   fijaron	   los	   siguientes	  
OBJETIVOS	  ESPECÍFICOS:	  1.	  Analizar,	  en	  ratas	  macho	  y	  hembra,	  el	  impacto	  sobre	  la	  puesta	  en	  marcha	  de	  la	   función	   reproductora	   de	   manipulaciones	   nutricionales	   aplicadas	   durante	   los	  desarrollos	   pre	   y/o	   postnatal	   mediante	   el	   estudio	   de	   parámetros	   fenotípicos,	  hormonales	  y	  metabólicos.	  2.	  Caracterizar,	  en	  ratas	  macho	  adultas,	  el	  impacto	  sobre	  la	  función	  metabólica	  y	  gonadotrópica	  de	  la	  subnutrición	  y	  la	  sobrenutrición	  postnatal	  temprana	  seguida	  o	  no	  tras	   el	   destete	   de	   la	   alimentación	   con	   una	   dieta	   alta	   en	   grasas	   y	   valorar	   el	   curso	  temporal	  de	  este	  impacto.	  	  3.	  Estudiar,	  en	  ratas	  hembra	  adultas,	  el	  impacto	  sobre	  la	  función	  metabólica	  y	  gonadotrópica,	  del	  efecto	  aislado	  o	  combinado	  de	  la	  sobrenutrición	  postnatal	  temprana	  y	  la	  alimentación	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  alta	  en	  grasas	  y	  valorar	  el	  curso	  temporal	  de	  este	  impacto.	  4.	  Estudiar,	  en	  ratas	  hembra	  adultas,	  el	  efecto	  del	  déficit	  de	  estrógenos	  y	  de	  la	  manipulación	   nutricional	   postnatal	   sobre	   la	   función	   metabólica	   y	   gonadotrópica.
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  5.	   Analizar,	   en	   ratas	   macho	   y	   hembra	   adultas,	   el	   impacto	   sobre	   la	   función	  metabólica	   y	   gonadotrópica,	   del	   efecto	   aislado	   o	   combinado	   de	   la	   alteración	   del	  ambiente	  esteroideo	  neonatal	  y	  de	  la	  manipulación	  nutricional	  postnatal.	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3.	  MATERIALES	  Y	  MÉTODOS	  	  	  
3.1.	  ANIMALES	  DE	  EXPERIMENTACIÓN	  	  
	   Para	  la	  realización	  de	  esta	  tesis,	  se	  utilizaron	  ratas	  macho	  y	  hembra	  de	  la	  cepa	  Wistar	   criadas	   en	   el	   animalario	   de	   la	   Facultad	   de	   Medicina	   de	   la	   Universidad	   de	  Córdoba.	  Tras	  el	  nacimiento,	  el	  número	  de	  crías/madre	  durante	  el	  periodo	  de	  lactancia	  fue	   ajustado	   al	   diseño	   experimental:	   4	   crías/madre	   (SL:	   small	   litter),	   12	   crías/madre	  (NL:	  normal	  litter)	  y	  20	  crías/madre	  (LL:	  large	  litter).	  Los	  animales	  fueron	  mantenidos	  en	  condiciones	  constantes	  de	  luz	  (14	  horas	  de	  luz/	  10	  horas	  de	  oscuridad	  comenzando	  a	   las	  05:00	  h)	  y	   temperatura	   (22	   °C).	  El	  día	  postnatal	  23	   (23	  pn)	   los	  animales	   fueron	  destetados	  y	   alimentados	   con	  una	  dieta	   control	   (CD)	  o	  una	  dieta	   alta	   en	  grasa	   (HFD),	  ambas	   suministradas	  por	  Research	  Diets	   Inc.	   (New	  Brunswick,	  NJ).	   La	  CD	   (D12450B)	  contenía	  4,73	  Kcal/g,	  de	  las	  cuales,	  un	  10%	  proceden	  de	  grasas,	  un	  20%	  de	  proteínas	  y	  un	  70%	  de	  hidratos	  de	  carbono,	  mientras	  que	  la	  HFD	  (D12451)	  contenía	  3,85	  Kcal/g,	  de	  las	  cuales	  un	  45%	  proceden	  de	  grasas,	  un	  20%	  de	  proteínas	  y	  un	  35%	  de	  hidratos	  de	  carbono.	   Tras	   el	   destete,	   los	   animales	   se	   estabularon	   en	   un	   número	   de	   3-­‐4	  animales/jaula.	   Todos	   los	   protocolos	   de	   experimentación	   fueron	   aprobados	   por	   el	  Comité	   Ético	   de	   la	   Universidad	   de	   Córdoba	   y	   llevados	   a	   cabo	   en	   concordancia	   con	   la	  Normativa	  de	  la	  Unión	  Europea	  para	  el	  cuidado	  y	  uso	  de	  animales	  de	  experimentación	  (directiva	   2010/63/UE	   de	   20	   de	   octubre	   de	   2010	   relativa	   a	   la	   protección	   de	   los	  animales	  utilizados	  con	  fines	  científicos).	  	  
3.2.	  DROGAS	  
	   La	   Kp-­‐10	   (Kisspeptina110-­‐119-­‐NH2)	   de	   ratón/rata	   fue	   obtenida	   de	   Phoenix	  Pharmaceuticals	  Ltd.	  (Belmont,	  CA,	  USA).	  El	  Propionato	  de	  Testosterona	  (PT),	  el	  GnRH,	  la	  Flutamida	  y	  el	  anticuerpo	  frente	  a	  β-­‐actina	  fueron	  adquiridos	  de	  Sigma-­‐Aldrich	  Corp.	  (St.	   Louis,	   MO).	   La	   glucosa	   fue	   suministrada	   por	   Scharlau	   Chemie	   S.A.	   (Sentmenat,	  España).	  Los	  anticuerpos	  primarios	  frente	  al	  sustrato	  del	  receptor	  de	  insulina	  1	  (IRS-­‐1)	  e	   IRS-­‐1	   fosforilado,	   la	   proteína	   quinasa	   B	   (Akt)	   y	   la	   Akt	   fosforilada,	   la	   proteína	  ribosómica	   S6	   (S6)	   y	   S6	   fosforilada,	   se	   obtuvieron	   de	   Cell	   Signaling	   Technology,	   Inc.	  (Danvers,	  MA	   01923).	   La	   Kp-­‐10,	   el	   GnRH	   y	   la	   flutamida	   fueron	   disueltos	   en	   solución	  salina	   al	   0,9%	   inmediatamente	   antes	   de	   su	   uso.	   La	   glucosa	   fue	   disuelta	   en	   agua	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inmediatamente	  antes	  de	   su	  administración.	  El	  PT	   fue	  disuelto	  en	  aceite	  de	  oliva.	  Los	  anticuerpos	   fueron	   diluidos	   en	   tampón	   de	   bloqueo	   hasta	   alcanzar	   las	   diluciones	  recomendadas	  por	  el	  fabricante	  para	  cada	  uno	  de	  ellos.	  
	  
3.3.	  PROCEDIMIENTOS	  ANALÍTICOS	  GENERALES	  
	  
3.3.1.	  ANÁLISIS	  DE	  LOS	  ARNm	  
	  
3.3.1.1.	  EXTRACCIÓN	  DE	  ARN	  Y	  RETROTRANSCRIPCIÓN	  (RT)	  	   El	   ARN	   total	   de	   testículos,	   hipotálamo	   y	   ovarios	   se	   extrajo	   empleando	   el	  reactivo	  TRIsureTM	  Reagent	  (Bioline,	  London),	  de	  acuerdo	  a	  las	  condiciones	  establecidas	  por	  el	  fabricante.	  Una	  vez	  extraído	  de	  cada	  muestra,	  el	  ARN	  se	  trató	  con	  ADNasa	  libre	  de	  ARNasa	  para	  eliminar	  posibles	  restos	  de	  ADN	  genómico.	  	  Las	   reacciones	   de	   RT	   se	   llevaron	   a	   cabo	   a	   partir	   de	   2	   μg	   de	   ARN	   total,	  cuantificado	   en	   un	   espectrofotómetro	   DU®530	   (Beckman).	   Se	   realizó	   una	   mezcla	   de	  diferentes	  componentes	  para	  llevar	  a	  cabo	  la	  reacción	  de	  RT:	  	   •	  6	  μl	  de	  tampón	  de	  RT	  (250nM	  Tris-­‐HCl,	  pH	  8.3,	  250	  mM	  KCl,	  50	  mM	  MgCl2,	  50	  nM	  DTT,	  2.5	  mM;	  Promega).	  •	  2	  μl	  de	  dNTPs	  5	  mM	  (Promega).	  	  •	  0.5	  μl	  de	  hexámeros	  random	  (Promega).	  	  •	  0.5	  μl	  (20	  unidades)	  de	  inhibidor	  de	  ARNsas	  (ARNsin),	  (Promega).	  •	  7.5	  unidades	  de	  AMVRT	  (Promega).	  	  El	   volumen	   final	   de	   la	   mezcla	   fue	   de	   30	   μl,	   que	   posteriormente	   se	   incubó	  durante	  5	  min	  a	  25°C,	  seguida	  de	  60	  min	  a	  42ºC	  y	  se	  inactivó	  la	  enzima	  a	  85ºC	  durante	  5	  min.	   Finalmente,	   el	   volumen	  de	   reacción	   fue	   diluido	   en	   agua	   libre	   de	  nucleasas	   hasta	  alcanzar	  un	  volumen	  total	  de	  100	  μl.	  	  
3.3.1.2.	   REACCIÓN	   EN	   CADENA	   DE	   LA	   POLIMERASA	   (PCR)	  
SEMICUANTITATIVA	  EN	  TIEMPO	  REAL	  	  Como	  paso	  previo	  a	   la	  realización	  de	   la	  RT-­‐PCR	  en	   tiempo	  real,	   se	  comprobó	  por	   RT-­‐PCR	   a	   tiempo	   final	   la	   especificidad	   de	   los	   primers	   diseñados,	   estudiando	   los	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productos	  amplificados	  mediante	  su	  secuenciación	  en	  la	  Unidad	  de	  Ácidos	  Nucleicos	  del	  Servicio	  Centralizado	  de	  Apoyo	  a	  la	  Investigación	  (SCAI)	  de	  la	  Universidad	  de	  Córdoba	  y	  cotejándolos	  con	  la	  base	  de	  datos	  Pubmed.	  	  Para	  llevar	  a	  cabo	  las	  reacciones	  de	  RT-­‐PCR	  en	  tiempo	  real,	  se	  usó	  el	  sistema	  de	   detección	   iCycler	   iQ	   Real-­‐Time	   PCR	   (BIO-­‐RAD	   Laboratories,	   Hércules,	   CA).	   Cada	  ADNc	  fue	  incluido	  en	  la	  reacción	  de	  PCR	  por	  duplicado	  y	  se	  empleó	  un	  volumen	  de	  10	  μl	  de	   la	  dilución	  final	  de	   la	  RT	  (ADNc)	  por	  muestra.	  Para	   la	  reacción	  de	  amplificación,	  se	  usó	   SYBR	   green	   como	  marcador	   fluorescente	   y	   1x	   iQ	   Supermix,	   que	   contiene	   50	  mM	  KCl,	  20	  mM	  Tris-­‐HCl,	  0.2	  mM	  dNTPs,	  3	  mM	  MgCl2,	  y	  2.5	  U	  iTaq	  ADN	  polimerasa	  (BIO-­‐RAD),	  en	  un	  volumen	  final	  de	  25	  μl.	  	  Las	   condiciones	   de	   la	   PCR	   fueron	   las	   siguientes:	   desnaturalización	   inicial	   y	  activación	  de	  la	  enzima	  a	  95°C	  durante	  5	  min,	  seguida	  de	  40	  ciclos	  de	  desnaturalización	  a	  95°C	  durante	  15	  seg,	  anillamiento	  a	  una	   temperatura	  específica	  para	  cada	  pareja	  de	  oligonucleótidos	  (Tabla	  1)	  durante	  15	  seg	  y	  una	  extensión	  de	  72°C,	  cuya	  duración	  fue	  dependiente	   del	   tamaño	   del	   amplicón	   esperado,	   siguiendo	   la	   proporción	   de	  1min/kilobase	  amplificada.	  Como	  control	   interno	  se	  amplificó	  un	  fragmento	  de	  ARNm	  de	  la	  proteína	  ribosomal	  S11	  (RP-­‐S11).	  	  La	  pureza	  del	  producto	  de	  la	  PCR	  en	  tiempo	  real	  fue	  comprobada	  mediante	  su	  curva	   de	   disociación	   (curva	   de	   Melting)	   y	   electroforesis	   en	   gel	   de	   agarosa.	   En	   cada	  ensayo	  se	  introdujeron	  controles	  negativos	  para	  cada	  señal,	  que	  no	  produjeron	  ninguna	  amplificación.	  El	  cálculo	  de	  los	  niveles	  de	  expresión	  relativa	  de	  los	  ARNm	  estudiados	  se	  realizó	  en	  base	  al	  método	  del	  ciclo	  umbral	  (CT)	  (310).	  Se	  calculó	  el	  CT	  de	  cada	  muestra	  usando	  el	  software	  del	  sistema	  de	  detección	  del	  iCycler	  iQ	  Real-­‐	  Time	  PCR,	  que	  posee	  un	  umbral	  de	  fluorescencia	  (Rn)	  establecido.	  La	  expresión	  de	  estos	  ARNm	  sobre	  los	  valores	  de	   referencia	   fue	   calculada	   usando	   la	   ecuación	   2-­‐∆∆CT,	   donde	   el	   ∆CT	   se	   determina	  sustrayendo	   el	   valor	   de	   CT	   correspondiente	   al	   RP-­‐S11	   del	   valor	   de	   CT	   de	   la	   señal	  específica,	  y	  ∆∆CT	  se	  obtiene	  sustrayendo	  el	  ∆CT	  de	  cada	  muestra	  experimental	  del	  ∆CT	  de	  la	  muestra	  de	  referencia	  (que	  se	  tomó	  como	  valor	  de	  referencia	  100).	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Tabla	   1.	   Lista	   de	   primers	   utilizados	   para	   la	   PCR	   semicuantitativa	   en	   tiempo	   real.	   Kiss1:	  
kisspeptina;	   StAR:	   proteína	   reguladora	   de	   la	   esteroidogénesis	   aguda;	   P450scc:	   proteína	  
procesadora	   de	   la	   cadena	   lateral	   del	   colesterol	   P450;	   17β-­‐HSD:	   17β	   hidroxiesteroido	  
deshidrogenasa;	  IR:	  receptor	  de	  insulina;	  IRS-­‐1:	  sustrato	  del	  receptor	  de	  insulina	  1;	  IRS-­‐2:	  sustrato	  
del	  receptor	  de	  insulina	  2;	  PR-­‐S11:	  proteína	  ribosomal	  S11.	  	  
	  3.3.1.3.	  HIBRIDACIÓN	  IN	  SITU	  (ISH)	  	  Para	   el	   análisis	   de	   la	   expresión	   génica	   y	   la	   distribución	   neuroanatómica	   de	  Kiss1	  en	  los	  tejidos	  hipotalámicos	  obtenidos	  de	  los	  diferentes	  grupos	  experimentales,	  se	  utilizó	   la	   técnica	  de	   ISH.	  Para	  ello	  se	  cortaron	  5	  series	  de	  secciones	  hipotalámicas	  (20	  μm)	  en	  un	  criostato	  y	  fueron	  guardadas	  a	  -­‐80°C	  hasta	  su	  análisis.	  En	  el	  desarrollo	  de	  esta	  técnica	  se	  empleó	  una	  ribosonda	  antisentido	  específica	  para	   el	   ARNm	   de	   Kiss1	   de	   rata	   con	   secuencia	   5’-­‐TGG	   TGA	   ACC	   CTG	   AAC	   CCAC	   A-­‐3’,	  localizada	   entre	   los	  nucleótidos	  352-­‐371	   (Genbank	  NM	  181692.1).	   El	  marcaje	  de	   esta	  ribosonda	   se	   realizó	   con	   UTP-­‐P33	   al	   ser	   transcrita	   por	   la	   polimerasa	   del	   fago	   T7	  
!
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(Promega)	   a	   partir	   de	   la	   secuencia	   del	   ADNc	   de	   Kiss1	   y	   se	   purificó	   utilizando	  microcolumnas	  IlustraTM	  ProbeQuantTM	  G-­‐50	  (GE	  Healthcare,	  UK).	  	  Para	  procesar	  las	  secciones	  hipotalámicas	  y	  facilitar	  la	  unión	  de	  la	  ribosonda,	  estas	   fueron	   fijadas	   en	   paraformaldehido	   al	   4%	   durante	   15	   min,	   estabilizadas	   con	  tampón	  fosfato	  0.1	  M	  (pH	  7.4)	  a	  temperatura	  ambiente	  durante	  20	  min	  y	  pre-­‐tratadas	  con	  trietanolamina	  y	  ácido	  acético	  anhidro	  para	  disminuir	   las	  uniones	   inespecíficas.	  A	  continuación,	  se	  realizó	  una	  deshidratación	  de	  los	  tejidos	  en	  series	  crecientes	  de	  etanol	  y,	  finalmente,	  se	  dejaron	  secar	  a	  temperatura	  ambiente	  durante	  1	  hora.	  La	   hibridación	   de	   la	   ribosonda	   de	   Kiss1	   en	   el	   tejido	   hipotalámico	   se	   realizó	  durante	   16	   horas	   a	   55°C.	   La	   solución	   de	   hibridación	   contenía	   4x	   SCC	   (citrato	   salino	  estándar),	   50%	  de	   formamida	   desionizada,	   1x	   solución	  Denhardt’s	   y	   50%	  de	   dextrán	  sulfato.	   A	   esta	   solución	   de	   hibridación	   se	   añade	   la	   ribosonda	   desnaturalizada	   a	   una	  concentración	  de	  0.03	  pmol/ml	  junto	  con	  ARNt	  (10mg/ml).	  Después	  de	   la	  hibridación,	   se	   lavaron	   las	   secciones	  mediante	  agitación	  en	  4x	  SCC	   durante	   30	  min,	   se	   incubaron	   a	   37°C	   en	   una	   solución	   de	   10	  mg/ml	   de	   ARNsa	   A	  (Roche	   Biochemical)	   durante	   1	   hora,	   se	   volvieron	   a	   lavar	   en	   0.1x	   SCC	   en	   agitación	  durante	  1	  hora	  a	  65°C	  y,	  finalmente,	  se	  realizó	  una	  deshidratación	  en	  series	  crecientes	  de	  etanol.	  Tras	  1	  hora	  de	  secado	  a	  temperatura	  ambiente,	  los	  cortes	  fueron	  sumergidos	  en	   emulsión	   Kodak	   Autoradiography	   type	   NTB	   (Eastman	   Kodak),	   secados	   y	  conservados	   a	   4°C	   durante	   una	   semana	   protegidos	   de	   la	   luz.	   Tras	   este	   periodo	   de	  tiempo,	  los	  cortes	  fueron	  revelados	  siguiendo	  las	  instrucciones	  del	  proveedor	  (3	  min	  en	  Kodak	  Dektol	  Developer;	  10	  seg	  en	  agua	  destilada;	  5	  min	  en	  Kodak	  Fixer;	  5	  min	  en	  agua	  destilada).	   Para	   el	   montaje	   de	   las	   secciones,	   se	   deshidrataron	   previamente	   y	   se	  aclararon	  con	  citrasol	  (Sigma).	  Se	  utilizó	  Permaslip	  (Sigma)	  como	  medio	  de	  montaje.	  	  Para	   el	   estudio	   cuantitativo,	   las	   principales	   secciones	   hipotalámicas	   con	  expresión	   del	   ARNm	  de	  Kiss1	   fueron	   analizadas	   utilizando	   un	  microscopio	   de	   campo	  oscuro	   acoplado	   a	   una	   cámara	   de	   vídeo.	   Los	   resultados	   fueron	   expresados	   como	   el	  número	  de	  células	  (agrupaciones	  de	  granos	  de	  plata)	  presentes	  en	  los	  distintos	  núcleos	  o	  áreas	  hipotalámicas	  estudiadas,	  que	  fueron	  el	  núcleo	  ARC	  y	  el	  AVPV.	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3.3.2.	  ANÁLISIS	  PROTEICO	  	  
3.3.2.1.	  OBTENCIÓN	  DE	  LA	  FRACCIÓN	  PROTEICA	  TOTAL	  	  	   Las	  muestras	  de	  tejido	  (hígado,	  músculo	  y	  ovario)	  procedentes	  de	  los	  animales	  de	  los	  diferentes	  grupos	  experimentales	  fueron	  homogeneizadas	  a	  4°C	  en	  buffer	  de	  lisis	  RIPA	  (50	  mM	  Tris-­‐HCl,	  pH	  8,	  150	  mM	  NaCl,	  0,5%	  deoxicolato	  de	  sodio,	  1%	  Nonidet	  P-­‐40	  y	   0,1%	   SDS)	   y	   un	   cocktail	   de	   inhibidores	   de	   proteasas	   (Thermo	   scientific).	   Los	  homogenados	  fueron	  centrifugados	  a	  13.000	  g	  durante	  15	  min	  a	  4°C.	  Los	  sobrenadantes	  resultantes	   constituyeron	   la	   fracción	   proteica	   total	   y	   se	   congelaron	   a	   -­‐80°C	   hasta	   su	  utilización.	  	  
3.3.2.2.	  CUANTIFICACIÓN	  DE	  LA	  CONCENTRACIÓN	  DE	  PROTEÍNAS	  	  La	   concentración	   de	   proteínas	   en	   las	   muestras	   se	   cuantificó	   mediante	   el	  método	  descrito	  por	  Bradford	  (311),	  que	  se	  basa	  en	  el	  cambio	  del	  espectro	  de	  absorción	  de	  algunos	  colorantes	  al	  interaccionar	  con	  las	  proteínas.	  Cada	   muestra	   diluida	   en	   agua	   se	   mezcló	   con	   el	   reactivo	   de	   Bradford	  concentrado	  (Bio-­‐Rad)	  siguiendo	  las	  indicaciones	  del	  fabricante.	  La	  mezcla	  se	  agitó	  y	  se	  dejó	   reposar	  5	  min	   a	   temperatura	   ambiente,	  midiendo	  después	   su	   absorbancia	   a	   595	  nm	   con	   un	   espectrofotómetro	   DU®530	   (Beckman).	   La	   recta	   patrón	   se	   realizó	   con	  diferentes	  concentraciones	  de	  albúmina	  sérica	  bovina	  (BSA)	  (Sigma).	  	  
3.3.2.3	  WESTERN	  BLOT	  (WB)	  	   Para	   el	   análisis	   proteico	   de	   las	   muestras,	   se	   realizaron	   ensayos	   de	   WB.	   Se	  partió	  de	  las	  muestras	  de	  fracción	  proteica	  total	  procedentes	  de	  la	  lisis	  de	  los	  diferentes	  tejidos.	   Cada	   muestra	   se	   mezcló	   con	   un	   volumen	   igual	   de	   tampón	   Laemmli	   2x	  (conteniendo	  Tris-­‐HCl	  1M	  pH	  6,8,	  glicerol	  25	  %,	  SDS	  2	  %	  y	  azul	  de	  bromofenol	  0,01	  %)	  y	   se	   desnaturalizó	   en	   un	   termoblocker	   durante	   5	   min	   a	   100°C,	   manteniendo	   a	  continuación	   las	   muestras	   en	   hielo.	   Posteriormente,	   fueron	   separadas	  electroforéticamente	   en	   geles	   de	   poliacrilamida	   del	   8%	   al	   12%,	   en	   función	   de	   la	  proteína	  a	  estudiar,	  en	  condiciones	  desnaturalizantes	   (SDS-­‐PAGE),	  a	  un	  voltaje	  de	  80-­‐120	  V.	  Una	  vez	  terminada	  la	  electroforesis,	  las	  proteínas	  se	  transfirieron	  a	  membranas	  de	   PVDF	   (Millipore),	   para	   la	   posterior	   inmunodetección.	   La	   eficiencia	   de	   la	  transferencia	   se	   comprobó	   tiñendo	   las	   membranas	   con	   rojo	   Ponceau,	   ya	   que	   esta	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solución	   tiñe	   las	   bandas	   de	   proteína	   de	   color	   rojo,	   permitiendo	   comprobar	   si	   las	  proteínas	   se	   han	   transferido	   correctamente.	   Para	   eliminar	   el	   color	   y	   desteñir	   las	  membranas,	   se	   empleó	   ácido	   acético	   al	   10%.	   Posteriormente,	   las	   membranas	   se	  bloquearon	   con	   leche	   en	   polvo	   desnatada	   disuelta	   al	   5%	   en	   tampón	   Tris-­‐salino	   con	  0,1%	   Tween-­‐20	   durante	   2	   horas	   a	   temperatura	   ambiente.	   Tras	   el	   bloqueo,	   las	  membranas	  se	  incubaron	  durante	  toda	  la	  noche	  a	  4°C	  y	  en	  agitación	  con	  los	  anticuerpos	  primarios	   diluidos	   en	   tampón	   de	   bloqueo,	   usando	   el	   factor	   de	   dilución	   recomendado	  por	  el	  fabricante.	  Tras	  la	  incubación	  con	  el	  anticuerpo	  primario,	  las	  membranas	  fueron	  lavadas	   e	   incubadas	   durante	   1	   hora	   a	   temperatura	   ambiente	   con	   un	   anticuerpo	  secundario	  conjugado	  a	  peroxidasa	  (Jackson	  Immunoresearch	  Laboratories)	  a	  dilución	  1:5000	  para,	   finalmente,	   lavar	   las	  membranas	  de	  nuevo.	   La	   detección	  de	   las	   distintas	  bandas	   inmunoreactivas	   se	   realizó	   mediante	   incubación	   con	   un	   agente	  quimioluminescente	  (GE	  Healthcare).	  Como	   control	   interno,	   se	   identificó	   la	   banda	   inmunoreactiva	   de	   la	   β-­‐actina	  mediante	  el	  uso	  de	  un	  anticuerpo	  primario	  específico	   (Abcam)	  a	  dilución	  1:10000.	  La	  cuantificación	  de	  la	  intensidad	  de	  las	  bandas	  inmunoreactivas	  se	  llevó	  a	  cabo	  mediante	  el	  uso	  del	  software	  ImageJ.	  Los	  valores	  de	   las	  señales	  específicas	   fueron	  normalizadas	  con	  el	  control	  de	  carga	  β-­‐actina.	  	  	  
3.3.3.	  DETERMINACIONES	  HORMONALES	  Y	  BIOQUÍMICAS	  EN	  
SUERO	  	  
3.3.3.1.	  RADIOINMUNOENSAYO	  (RIA)	  	  Los	   niveles	   hormonales	   de	   LH	   y	   FSH	   circulantes	   se	   determinaron	   en	   un	  volumen	   de	   25-­‐50	   μL	   usando	   un	   método	   de	   doble	   anticuerpo	   y	   kits	   de	  radioinmunoensayo	   proporcionados	   por	   el	   National	   Institutes	   of	   Health,	   NIH	   (Dr.	  Parlow,	   National	   Institute	   of	   Diabetes	   and	   Digestive	   and	   Kidney	   Diseases	   National	  Hormone	  and	  Peptide	  Program,	  Bethesda,	  MD,	  USA).	  Las	  hormonas	  suministradas	  por	  el	   NIH	   (LH-­‐I-­‐10,	   FSH-­‐I-­‐9)	   fueron	   marcadas	   con	   I125	   mediante	   el	   método	   de	   Iodo-­‐gen	  (Pierce	   Chemical	   Col.,	   Rockford,	   IL)	   y	   las	   concentraciones	   de	   gonadotropinas	   fueron	  expresadas	   usando	   como	   referencia	   una	   preparación	   de	   LH-­‐RP-­‐3	   y	   FSH-­‐RP-­‐2.	   La	  sensibilidad	  del	  ensayo	  fue	  de	  75	  pg/mL	  y	  0.4	  ng/mL	  para	  LH	  y	  FSH,	  respectivamente.	  Los	  coeficientes	  de	  variación	  intra	  e	  inter-­‐ensayo	  de	  ambas	  hormonas,	  fueron	  menores	  del	  8	  y	  10%,	  respectivamente.	  Todas	  las	  determinaciones	  hormonales	  se	  realizaron	  por	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duplicado	  y	  la	  fiabilidad	  de	  las	  mismas	  fue	  confirmada	  mediante	  la	  medida	  de	  muestras	  de	  suero	  de	  rata	  con	  concentraciones	  conocidas	  de	  las	  hormonas	  de	  interés.	  	  Los	   niveles	   de	   T	   en	   suero	   fueron	   analizados	   usando	   un	   kit	   comercial	  suministrado	   por	   MP	   Biomedicals	   (Costa	   Mesa;	   CA,	   USA),	   procediendo	   según	   las	  instrucciones	   del	   fabricante.	   La	   sensibilidad	   del	   ensayo	   fue	   de	   0,1	   ng/mL	   y	   los	  coeficientes	   de	   variación	   intra	   e	   inter-­‐ensayo	   fueron	   menores	   del	   5	   y	   el	   8%,	  respectivamente.	  Los	  niveles	  circulantes	  de	  estradiol	  se	  determinaron	  mediante	  el	  uso	  de	  un	  kit	  comercial	   ultra-­‐sensible	   proporcionado	   por	   Beckman	   Coulter	   (Brea,	   CA).	   La	  sensibilidad	  del	  ensayo	   fue	  de	  2,2	  pg/mL,	  y	   los	  coeficientes	  de	  variación	   intra	  e	   inter-­‐ensayo	  fueron	  menores	  del	  9	  y	  12%,	  respectivamente.	  Los	   niveles	   séricos	   de	   leptina	   e	   insulina	   en	   los	   animales	   adultos	   de	   ambos	  sexos	  se	  determinaron	  usando	  kits	  comerciales	  proporcionados	  por	  Linco	  Research	  (St.	  Charles,	  MO),	  procediendo	  según	  las	  indicaciones	  del	  fabricante.	  La	  sensibilidad	  de	  los	  ensayos	   fue	   de	   0,5	   ng/mL	   	   para	   la	   leptina	   y	   de	   0,1	   ng/mL	   para	   la	   insulina.	   Los	  coeficientes	   de	   variación	   intra	   e	   inter-­‐ensayo	   fueron	   menores	   del	   5	   y	   el	   6%	   para	   la	  leptina	  y	  menores	  del	  5	  y	  10%	  para	  la	  insulina.	  	  
3.3.3.2.	  INMUNOENSAYOS	  EN	  SISTEMA	  Bio-­‐PLEX	  	   Durante	   el	   desarrollo	   de	   esta	   tesis,	   se	   utilizaron	   kits	   Milliplex®	   xMap	   (RGT-­‐88K;	  Millipore,	  Billerica)	  para	  determinar	  los	  niveles	  de	  insulina	  y	  leptina	  en	  el	  suero	  de	  animales	  puberales,	  ya	  que	  el	  volumen	  de	  suero	  disponible	  era	   limitado	  (los	  animales	  no	   se	   sacrificaron	  en	  edad	  puberal)	   y	   esta	   técnica	  permite	   la	   cuantificación	  de	  ambas	  hormonas	  de	  manera	  simultánea	  en	  tan	  solo	  25	  μl	  de	  muestra.	  Estas	  determinaciones	  se	  llevaron	  a	  cabo	  en	  un	  Bio-­‐Plex®	  200	  (Bio-­‐Rad	  Laboratories,	  Hercules,	  CA).	  Antes	   de	   empezar	   el	   ensayo,	   los	   sueros	   fueron	   centrifugados	   a	   3.300	   rpm	  durante	  10	  min	  y	  la	  placa	  se	  hidrató	  durante	  10	  min	  con	  el	  tampón	  proporcionado	  por	  el	  fabricante.	  Tras	  eliminar	  los	  restos	  de	  tampón,	  se	  añadieron	  en	  los	  diferentes	  pocillos	  las	  muestras	  correspondientes	  a	   la	  curva	  estándar,	   los	  controles	  de	  calidad	   internos	  y	  los	  sueros	  problema.	  A	  continuación,	  se	  añadió	  a	  cada	  pocillo	  la	  mezcla	  de	  microesferas	  marcadas	  con	  el	  primer	  anticuerpo	  específico	  (insulina	  y	  leptina).	  Tras	  incubar	  la	  placa	  toda	  la	  noche	  a	  4°C	  en	  agitación,	  se	  lavó	  la	  misma	  y	  se	  añadió	  a	  cada	  pocillo	  el	  segundo	  anticuerpo	  de	  detección.	  Se	   incubó	   la	  placa	  1	  hora	  y,	  a	  continuación,	   se	  añadió	  a	  cada	  pocillo	   un	   volumen	   determinado	   de	   estreptavidina-­‐ficoeritrina.	   La	   placa	   se	   incubó	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durante	  30	  min	  a	  temperatura	  ambiente,	  en	  agitación	  y	  en	  oscuridad.	  Tras	  el	  lavado	  de	  la	  placa,	  se	  añadieron	  100μl	  de	  líquido	  del	  sistema	  Bio-­‐Plex	  y	  se	  agitó	  durante	  10	  min	  en	  oscuridad	   para	   resuspender	   las	  microesferas	   y	   asegurar	   una	   distribución	   homogénea	  de	  éstas	  en	  el	  pocillo.	  El	  Bio-­‐Plex®	  200	  contó	  las	  primeras	  50	  microesferas	  que	  pasaron	  por	   el	   lector.	   La	   sensibilidad	  del	   ensayo	   fue	  de	  27	  pg/mL	  para	   la	   leptina	   y	  28	  pg/mL	  para	   la	   insulina.	  Los	  coeficientes	  de	  variación	   intra	  e	   inter-­‐ensayo	  fueron	  menores	  del	  7%	  y	  del	  24%,	  respectivamente.	  	  
3.3.3.3.	  ENSAYOS	  COLORIMÉTRICOS	  	  Los	  niveles	  de	   colesterol	   total	   en	   suero	   se	  midieron	  usando	  un	  kit	   comercial	  colorimétrico	  suministrado	  por	  Química	  Clínica	  Aplicada	  S.A.	  (Amposta,	  Spain).	  Durante	  la	  determinación,	  se	  produjo	  la	  reacción	  de	  la	  muestra	  con	  un	  reactivo	  compuesto	  por	  colesterol	  esterasa,	  colesterol	  oxidasa,	  peroxidasa,	   fenol,	  4-­‐Aminofenazona	  y	  PIPES	  pH	  6,9.	  Esta	   reacción	  genera	  un	   color	   en	   la	  muestra	   cuya	   intensidad	  es	  proporcional	   a	   la	  concentración	   de	   colesterol	   presente	   en	   el	   suero	   analizado.	   Para	   la	   realización	   de	   la	  medida,	  se	  mezcló	  el	  suero	  con	  el	  reactivo,	  incubándose	  durante	  5	  min	  en	  agitación	  y	  a	  37	   °C.	   La	   lectura	   de	   los	   resultados	   se	   realizó	   en	   un	   espectrofotómetro	   DU®530	  (Beckman)	  a	  505	  nm	  y	  la	  concentración	  de	  colesterol	  en	  las	  muestras	  fue	  determinada	  a	  través	  de	  una	  curva	  estándar.	  Los	  coeficientes	  de	  variación	  fueron	  menores	  del	  2%.	  	  
3.4.	  DISEÑOS	  EXPERIMENTALES	  	  
3.4.1.	   IMPACTO	   DE	   LA	   MANIPULACIÓN	   NUTRICIONAL	  
TEMPRANA	   SOBRE	  MARCADORES	   FENOTÍPICOS,	  HORMONALES	  
Y	  METABÓLICOS	  DE	  PUBERTAD	  	  Numerosos	   datos	   en	   la	   literatura	   indican	   que,	   durante	   el	   desarrollo	   fetal	   y	  postnatal,	  la	  disponibilidad	  de	  alimentos	  por	  el	  feto	  o	  el	  recién	  nacido	  va	  a	  determinar	  la	  susceptibilidad	   de	   éste	   a	   padecer	   anomalías	   en	   etapas	  más	   avanzadas	   del	   desarrollo	  (297,	  298,	  300,	  304,	  307).	  Por	  eso,	  en	  el	  primer	  bloque	  de	  experimentos	  se	  analizaron,	  en	  ratas	  macho	  y	  hembra,	  las	  repercusiones	  de	  manipulaciones	  nutricionales	  aplicadas	  durante	   los	  desarrollos	  pre	  y/o	  postnatal	  sobre	  parámetros	   fenotípicos,	  hormonales	  y	  metabólicos	  de	  pubertad.	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Para	   tal	   fin,	   ratas	  macho	   y	   hembra	   fueron:	   1)	   normonutridas	   o	   subnutridas	  durante	  el	  periodo	  gestacional;	  2)	  normonutridas,	  subnutridas	  o	  sobrenutridas	  desde	  el	  momento	  del	  nacimiento	  hasta	   el	   destete	   (23	  pn);	   y	  3)	  normonutridas,	   subnutridas	  o	  sobrenutridas	  desde	  el	  nacimiento	  hasta	  el	  día	  de	  aparición	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  en	  hembra	  y	  la	  aparición	  de	  la	  separación	  balano	  prepucial	  (SBP)	  en	  machos,	  tomados	  ambos	  como	  marcadores	  externos	  de	  llegada	  de	  la	  pubertad	  en	  cada	  uno	  de	  los	  sexos.	  En	  base	  a	  referencias	  previas,	  para	  la	  determinación	  del	  día	  de	  la	  AV/SBP,	  los	  animales	  se	  monitorizaron	  diariamente	  desde	  el	  día	  26	  pn	  al	  38	  pn	  en	  el	  caso	  de	   las	  hembras	  y	  desde	  el	  día	  36	  pn	  al	  48	  pn	  en	  el	  de	  los	  machos.	  El	  día	  en	  el	  que	  los	  animales	  alcanzaron	  la	   AV/SBP,	   se	   pesaron	   y	   se	   les	   tomó	   una	   muestra	   de	   sangre	   para	   las	   posteriores	  determinaciones	  hormonales	  y	  metabólicas.	  	  En	  todos	  los	  grupos	  experimentales	  de	  este	  primer	  bloque	  de	  experimentos,	  se	  analizaron	  los	  siguientes	  índices:	  1)	  evolución	  del	  peso	  corporal	  desde	  el	  nacimiento;	  2)	  edad	  y	  peso	  el	  día	  de	  presentación	  de	   la	  AV/SBP;	  y	  3)	  niveles	  circulantes	  de	  LH,	  FSH,	  leptina,	  insulina	  y	  glucosa	  el	  día	  de	  la	  AV/SBP.	  Hay	  que	  destacar	  que	  los	  diferentes	  grupos	  experimentales	  se	  generaron	  en	  el	  contexto	   de	   un	   estudio	   a	   gran	   escala	   para	   valorar	   el	   impacto	   de	   la	   manipulación	  nutricional	  temprana	  sobre	  la	  función	  metabólica	  y	  gonadotrópica	  en	  diferentes	  etapas	  del	  desarrollo	  (pubertad,	  edad	  adulta	  joven	  y	  edad	  adulta	  avanzada),	  por	  ésta	  razón,	  se	  usaron	   técnicas	   mínimamente	   invasivas	   durante	   la	   pubertad	   y	   los	   animales	   no	   se	  sacrificaron	  en	  esta	  etapa	  del	  desarrollo.	  	  	  
3.4.1.1.	   EFECTO	   DE	   LA	   SUBNUTRICIÓN	   PRENATAL	   SOBRE	  
MARCADORES	   FENOTÍPICOS,	   HORMONALES	   Y	   METABÓLICOS	   DE	  
PUBERTAD	  	  En	   el	   experimento	   1	   se	   analizó,	   en	   ratas	   macho	   y	   hembra,	   el	   efecto	   de	   la	  subnutrición	   durante	   el	   periodo	   fetal	   sobre	   la	   puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	  reproductora	  y	  sobre	  parámetros	  metabólicos.	  Los	  animales	  sometidos	  a	  subnutrición	  fetal	  (UNG)	  se	  obtuvieron	  de	  madres	  cuya	  ingesta	  calórica	  se	  redujo	  un	  30%	  a	  lo	  largo	  de	   toda	   la	   gestación	   y	   los	   animales	   que	   formaron	   parte	   del	   grupo	   control	   (NL)	   se	  obtuvieron	  de	  madres	   que	   comieron	  ad	   libitum	   durante	   el	   periodo	   gestacional.	   El	   día	  del	  nacimiento	  fue	  considerado	  el	  día	  1	  de	  vida	  (1pn)	  y	  los	  animales	  de	  ambos	  sexos	  se	  agruparon	  en	  un	  número	  de	  12	  crías/madre	  hasta	  el	  destete	  (23	  pn).	  Tras	  el	  destete,	  los	  animales	   se	   alimentaron	   con	   una	   CD,	   a	   excepción	   de	   un	   grupo	   de	   animales	   UNG	   de	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ambos	  sexos	  que	  se	  alimentaron	  con	  HFD	  (ver	  representación	  esquemática	  del	  diseño	  experimental	  en	  Figura	  15).	  	  
Figura	  15.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  1.	  	  	  Los	   grupos	   experimentales	   generados	   en	   este	   experimento	   y	   los	   tamaños	  de	  muestra	  fueron	  los	  siguientes:	  	  
	  Todos	   los	   animales	  de	   los	  diferentes	   grupos	   experimentales	   se	  pesaron	   cada	  10	  días	  desde	  el	  día	  1	  pn	  hasta	  el	  día	  40	  pn,	  en	  el	  caso	  de	  las	  hembras,	  y	  50	  pn	  en	  el	  de	  los	  machos.	  Además,	  a	  partir	  del	  día	  26	  pn	  en	  hembras	  y	  36	  pn	  en	  machos	  se	  comenzó	  a	  monitorizar	   diariamente	   la	   aparición	   de	   la	   AV/SBP	   durante	   los	   periodos	   de	   tiempo	  citados	   anteriormente.	   El	   día	   en	   el	   que	   se	   alcanzó	   la	   AV/SBP,	   se	   procedió	   a	   pesar	   al	  animal	  y	  a	  realizar	  una	  toma	  de	  sangre,	  por	  punción	  yugular	  bajo	   ligera	  anestesia	  con	  éter,	  para	  las	  posteriores	  determinaciones	  hormonales	  y	  metabólicas.	  	  	  	  	  	  
Grupo	   Descripción	   Machos	  (n)	  
Hembras	  
(n)	  
NL/CD	   12	  crías/madre	  +	  CD:	  Grupo	  control	   23	   41	  
NL/CD	  UNG	   Subnutrición	  gestacional	  +	  12	  crías/madre	  +	  CD	  	   9	   14	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3.4.1.2.	   EFECTO	   DE	   LA	   SOBRENUTRICIÓN	   POSTNATAL	   SOBRE	  
MARCADORES	   FENOTÍPICOS,	   HORMONALES	   Y	   METABÓLICOS	   DE	  
PUBERTAD	  	   En	  el	  experimento	  2	  se	  evaluó	  el	  impacto	  de	  la	  sobrenutrición	  postnatal	  sobre	  la	  puesta	  en	  marcha	  de	  la	   función	  reproductora	  y	  sobre	  parámetros	  metabólicos.	  Para	  evitar	  efectos	  indeseados	  de	  sobre	  o	  subnutrición	  intrauterina,	  el	  día	  del	  nacimiento	  se	  seleccionaron	   las	   madres	   que	   habían	   parido	   entre	   8	   y	   13	   crías.	   Las	   crías	   macho	   y	  hembra	   fueron	  separadas	  y	  mezcladas	  con	  crías	  del	  mismo	  sexo	  procedentes	  de	  otras	  madres	  (cross-­‐fostered)	  y	  agrupadas	  en	  dos	  tamaños	  de	  camada	  diferentes:	  4	  crías	  por	  madre	   (SL,	   sobrenutrición	   postnatal)	   y	   12	   crías	   por	  madre	   (NL,	   grupo	   control).	   Esta	  organización	   de	   las	   camadas	   se	  mantuvo	   hasta	   el	   destete	   (23	   pn).	   Tras	   el	  mismo,	   las	  crías	   de	   cada	   camada	   fueron	   alimentadas	   ad	   libitum	   con	   una	   CD	   o	   HFD	   (ver	  representación	  esquemática	  del	  diseño	  experimental	  en	  Figura	  16).	  	  
Figura	  16.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  2.	  	  En	   este	   experimento,	   se	   generaron	   cuatro	   grupos	   experimentales	   con	   el	  siguiente	  tamaño	  de	  muestra	  (n):	  	  
Grupo	   Descripción	   Machos	  (n)	  
Hembras	  
(n)	  
NL/CD	   12	  crías/madre	  +	  CD:	  Grupo	  control	   23	   41	  
NL/HFD	   12	  crías/madre	  +	  HFD	   21	   41	  
SL/CD	   4	  crías/madre	  +	  CD	   19	   31	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  Los	  animales	  se	  pesaron	  cada	  10	  días	  desde	  el	  día	  1	  pn	  hasta	  el	  día	  40	  pn,	  en	  el	  caso	   de	   las	   hembras,	   y	   50	   pn	   en	   el	   de	   los	  machos.	   Además,	   a	   partir	   del	   día	   26	   pn	   en	  hembras	  y	  36	  pn	  en	  machos	  se	  comenzó	  a	  monitorizar	  diariamente	  la	  AV/SBP	  durante	  los	  periodos	  de	  tiempo	  citados	  anteriormente.	  El	  día	  en	  el	  que	  se	  alcanzó	  la	  AV/SBP,	  se	  procedió	  a	  pesar	  el	  animal	  y	  a	   realizar	  una	   toma	  de	  sangre,	  por	  punción	  yugular	  bajo	  ligera	   anestesia	   con	   éter,	   para	   las	   posteriores	   determinaciones	   hormonales	   y	  metabólicas.	  	  	  
3.4.1.3.	   EFECTO	   DE	   LA	   SUBNUTRICIÓN	   POSTNATAL	   O	   JUVENIL	  
SOBRE	   MARCADORES	   FENOTÍPICOS,	   HORMONALES	   Y	   METABÓLICOS	   DE	  
PUBERTAD	  	  En	   el	  experimento	   3,	   se	   examinó	   el	   impacto	   de	   la	   subnutrición	   postnatal	   o	  juvenil	   sobre	   la	   puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	   reproductora	   y	   sobre	   parámetros	  metabólicos.	  Para	  ello,	  se	  procedió	  de	  la	  misma	  manera	  que	  en	  el	  experimento	  2,	  con	  la	  salvedad	   de	   que,	   tras	   el	   nacimiento,	   las	   ratas	   fueron	   agrupadas	   en	   dos	   tamaños	   de	  camadas	   diferentes:	   20	   crías	   por	   madre	   (LL,	   subnutrición	   postnatal)	   y	   12	   crías	   por	  madre	  (NL,	  grupo	  control)	  hasta	  el	  día	  del	  destete.	  Tras	  el	  destete,	  el	  grupo	  de	  animales	  LL	   fue	   alimentado	   ad	   libitum	   con	   una	   CD	   o	   una	   HFD.	   Adicionalmente,	   un	   grupo	   de	  animales	  NL	  fue	  sometido	  tras	  el	  destete	  a	  una	  reducción	  del	  30%	  de	  su	  ingesta	  diaria	  de	  CD	   (SUB),	   que	   fue	   calculada	  mediante	   la	  monitorización	  de	   la	   ingesta	  de	  un	  grupo	  control	   paralelo	   alimentado	   ad	   libitum	   (ver	   representación	   esquemática	   del	   diseño	  experimental	  en	  Figura	  17).	  A	  continuación,	  se	  procedió	  a	  monitorizar	  las	  AV/SBP	  y	  a	  la	  realización	  de	  una	  toma	  de	  sangre	  como	  en	  el	  experimento	  anterior.	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Figura	  17.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  3.	  
	  En	   el	   experimento	   3,	   se	   generaron	   cuatro	   grupos	   experimentales	   con	   el	  siguiente	  tamaño	  de	  muestra	  (n):	  	  
	  
3.4.2.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	   LA	  
MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  EN	  RATAS	  MACHO	  
ADULTAS	  	  Se	   ha	   descrito	   que	   las	   manipulaciones	   nutricionales	   durante	   periodos	  tempranos	   del	   desarrollo	   provocan	   cambios	   adaptativos	   en	   rutas	   clave	   en	   el	  mantenimiento	   de	   la	   homeostasis	   energética	   que	   podrían	   predisponer,	   en	   etapas	  posteriores	  del	  desarrollo,	  a	  la	  aparición	  de	  enfermedades	  y/o	  respuestas	  inapropiadas	  a	  diferentes	  situaciones	  metabólicas	  (312,	  313).	  	  En	   este	   contexto,	   es	   destacable	   que	   la	   reproducción	   es	   altamente	   sensible	   al	  estado	  metabólico	  y	  energético	  del	  organismo.	  Esta	  sensibilidad	  es	  mucho	  más	  obvia	  en	  hembras,	   mientras	   que	   en	   el	   caso	   de	   los	   machos,	   el	   control	   metabólico	   de	   la	  reproducción	  se	  encuentra	  menos	  caracterizado.	  	  
Grupo	   Descripción	   Machos	  (n)	  
Hembras	  
(n)	  
NL/CD	   12	  crías/madre	  +	  CD:	  Grupo	  control	   23	   41	  
LL/CD	   20	  crías/madre	  +	  CD	   19	   18	  
LL/HFD	   20	  crías/madre	  +	  HFD	   21	   15	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Aunque	   pocos	   estudios	   se	   han	   centrado	   en	   valorar	   el	   impacto	   de	   las	  manipulaciones	   nutricionales	   tempranas	   sobre	   la	   capacidad	   reproductora	   en	   la	   edad	  adulta,	   la	  mayoría	  sugieren	  que	  la	  obesidad	  de	   inicio	  temprano	  puede	  llegar	  a	  ser	  una	  amenaza	   importante	   para	   la	   salud	   reproductora	   en	   ambos	   sexos.	   La	  mayor	   parte	   de	  estos	   estudios	   se	   han	   llevado	   a	   cabo	   en	   hembras,	   sin	   embargo,	   los	   pocos	   estudios	  realizados	  en	  humanos	  y	  que	  analizan	  la	  calidad	  del	  semen	  y	  del	  esperma,	  también	  han	  documentado	  su	  impacto	  negativo	  sobre	  la	  fertilidad	  masculina	  en	  humanos	  (314-­‐317).	  	  Para	   paliar	   la	   falta	   de	   información	   en	   machos	   sobre	   las	   consecuencias	   de	  alteraciones	  nutricionales	  tempranas,	  en	  este	  bloque	  de	  experimentos	  nos	  propusimos	  evaluar,	   en	   ratas	  macho	   adultas	   jóvenes	   (4	  meses)	   y	   de	  mediana	   edad	   (10	  meses),	   el	  impacto	   sobre	   la	   función	   gonadotrópica	   y	   el	   desarrollo	   de	   patologías	   metabólicas	   a	  medio	   y	   largo	   plazo	   de	   algunas	   de	   las	   manipulaciones	   nutricionales	   postnatales	  descritas	  en	  los	  experimentos	  del	  bloque	  anterior.	  	  Con	  este	  fin,	  en	  el	  experimento	  4	  el	  día	  1	  pn,	  las	  ratas	  macho	  se	  organizaron	  en	  grupos	  LL,	  NL	  y	  SL	  para	  inducir	  una	  subnutrición,	  normonutrición	  y	  sobrenutrición	  postnatal	   temprana,	   respectivamente.	   A	   partir	   del	   destete	   (día	   23	   pn),	   los	   animales	  fueron	  alimentados	  ad	  libitum	  con	  una	  CD	  o	  una	  HFD	  (ver	  representación	  esquemática	  del	  diseño	  experimental	  en	  Figura	  18).	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En	  el	  experimento	  4	  se	  generaron	  los	  siguientes	  grupos	  experimentales:	  	  	  	  	  	  	  	  	  Cuando	   los	   animales	   cumplieron	   100	   días	   de	   edad,	   se	   procedió	   a	   calcular	   la	  ingesta	   diaria	   de	   energía	   en	   cada	   grupo	   experimental.	   Para	   ello,	   se	   proporcionó	   una	  cantidad	  conocida	  de	  CD	  o	  HFD	  a	  cada	  animal	  (según	  corresponda)	  y,	  al	  día	  siguiente,	  se	  pesó	  la	  comida	  restante,	  proceso	  que	  se	  repitió	  todos	  los	  días	  durante	  una	  semana.	  Una	  vez	  calculado	  el	   consumo	  medio	  diario	  de	  comida	  (gramos	   ingeridos	  por	  día)	  en	  cada	  grupo	   experimental,	   se	   aplicó	   un	   factor	   aportado	   por	   el	   fabricante	   de	   la	   dieta	   (3,85	  Kcal/g	  para	  la	  CD	  y	  4,73	  Kcal/g	  para	  la	  HFD),	  obteniéndose	  el	  valor	  de	  ingesta	  diaria	  de	  energía.	  	  A	   los	   4	   meses	   de	   edad	   (120	   días),	   un	   subgrupo	   de	   animales	   de	   cada	   grupo	  experimental	   fue	   pesado	   y,	   posteriormente,	   sacrificado	   por	   decapitación	   (ver	  representación	   esquemática	   del	   diseño	   experimental	   en	   Figura	   18),	   recogiéndose	  muestras	   de	   sangre	   troncal	   para	   las	   posteriores	   determinaciones	   metabólicas	   y	  hormonales.	  Tras	  la	  decapitación,	  una	  parte	  de	  los	  cerebros	  de	  cada	  grupo	  experimental	  se	  colocó	  inmediatamente	  en	  hielo	  seco	  y,	  posteriormente,	  fueron	  almacenados	  a	  -­‐80	  °C	  para	   el	   análisis	   de	   expresión	   por	   ISH.	   A	   los	   cerebros	   restantes	   de	   cada	   grupo,	   se	   les	  diseccionó	  el	  hipotálamo	  mediante	  un	  corte	  horizontal	  de	  aproximadamente	  2	  mm	  de	  profundidad,	  siguiendo	  los	  siguientes	  límites:	  2	  mm	  por	  delante	  del	  quiasma	  óptico,	  el	  borde	   posterior	   de	   los	   cuerpos	   mamilares,	   y	   las	   hendiduras	   hipotalámicas	   (265).	  Adicionalmente,	   se	   diseccionaron	   los	   testículos	   de	   los	   animales	   para	   el	   posterior	  análisis	  de	  expresión	  de	  los	  ARNm.	  En	  el	  momento	  en	  el	  que	  se	  obtuvieron	  las	  muestras	  de	  hipotálamo	  y	  de	  testículo,	  se	  congelaron	  en	  nitrógeno	  líquido	  y	  fueron	  almacenadas	  a	  -­‐80	  °C	  hasta	  el	  momento	  de	  su	  análisis.	  	  El	  subgrupo	  restante	  de	  animales	  de	  cada	  grupo	  experimental,	  fue	  sacrificado	  a	   los	   10	   meses	   de	   edad	   (300	   días)	   (ver	   representación	   esquemática	   del	   diseño	  experimental	  en	   Figura	  18),	  siguiendo	  el	  mismo	  protocolo	  experimental	  descrito	  para	  los	  animales	  sacrificados	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad.	  	  
Grupo	   Descripción	  
LL/CD	   20	  crías/madre	  +	  CD	  	  
LL/HFD	   20	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
NL/CD	   12	  crías/madre	  +	  CD:	  Grupo	  control	  
NL/HFD	   12	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
SL/CD	   4	  crías/madre	  +	  CD	  
SL/HFD	   4	  crías/madre	  +	  HFD	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3.4.2.2.	  IMPACTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  
SOBRE	  LA	  TOLERANCIA	  A	  LA	  GLUCOSA	  EN	  RATAS	  MACHO	  ADULTAS	  	  En	  el	  experimento	  5	  se	  evaluó,	  en	  animales	  de	  4	  meses	  de	  edad	  sometidos	  al	  mismo	  protocolo	  experimental	  que	  en	  el	  experimento	  4,	  la	  respuesta	  metabólica	  a	  una	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa.	  El	  día	  anterior	  al	  experimento,	  los	  animales	  se	  pesaron	  y	  se	  sometieron	  a	  una	  situación	  de	  ayuno	  durante	  toda	   la	  noche.	  A	   la	  mañana	  siguiente,	  se	  determinaron	   los	   niveles	   basales	   de	   glucosa	   circulante	   (B)	   mediante	   extracción	   de	  sangre	  por	  punción	  yugular	  bajo	  ligera	  anestesia	  con	  éter,	  determinándose	  la	  glucemia	  con	   la	   ayuda	   de	   un	   glucómetro	   (ACCU-­‐CHEK®	   Aviva;	   Roche	   Diagnostics).	   A	  continuación,	   los	   animales	   se	   dejaron	   descansar	   durante	   una	   hora	   para,	  posteriormente,	   recibir	   un	   bolo	   de	   glucosa	   (1g	   de	   glucosa/Kg	   de	   peso	   corporal)	  mediante	   la	   introducción	   de	   una	   sonda	   esofágica.	   Tras	   la	   administración	   del	   bolo,	   se	  extrajeron	  muestras	  de	  sangre	  por	  punción	  yugular	  a	  los	  20	  y	  60	  min	  y	  se	  determinaron	  los	  niveles	  de	  glucosa	  circulante	  (Figura	  19).	  	  
	  
Figura	  19.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  5.	  	  
3.4.2.3.	  EFECTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  
SOBRE	  LA	  RESPUESTA	  HORMONAL	  A	  KP-­‐10	  EN	  RATAS	  MACHO	  ADULTAS	  	  En	   el	   experimento	   6	   se	   analizó,	   en	   ratas	   macho	   de	   4	   y	   10	   meses	   de	   edad	  sometidas	  al	  mismo	  protocolo	  experimental	  que	  el	  experimento	  4,	  la	  respuesta	  de	  LH	  a	  la	  administración	  central	  de	  Kp-­‐10	  (50	  pmol/rata).	  Para	  ello,	  los	  animales	  se	  canularon	  24	  horas	  antes	  del	  inicio	  del	  experimento	  con	  el	  objeto	  de	  permitir	  la	  administración,	  en	  el	  ventrículo	  lateral,	  de	  este	  compuesto.	  Las	  cánulas	  (INTRADEMIC	  Polyethilene	  Tubing,	  
B 0 20’ 60’
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Becton	   Dickinson,	   Sparks,	  MD,	   USA)	   fueron	   introducidas	   hasta	   una	   profundidad	   de	   3	  mm	   por	   debajo	   de	   la	   superficie	   del	   cráneo	   y	   el	   punto	   de	   inserción	   se	   situó	   1	   mm	  posterior	  y	  1,2	  mm	  lateral	  a	  Bregma	  (141).	  	  El	   día	   del	   experimento,	   a	   todos	   los	   animales	   se	   les	   extrajo	   una	  muestra	   de	  sangre	  por	  punción	  yugular,	  bajo	  ligera	  anestesia	  con	  éter,	  antes	  del	  inicio	  de	  éste	  (B)	  y	  se	  dejaron	  descansar	  durante	  1	  hora.	  A	  continuación,	  se	  administró	  una	  dosis	  icv	  de	  Kp-­‐10	   (50	   pmol/rata)	   y	   se	   tomaron	   muestras	   de	   sangre	   15,	   60	   y	   120	   minutos	   tras	   la	  administración	  de	  este	  péptido	  (Figura	  20).	  	  
Figura	  20.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  6.	  	  
3.4.2.4.	  EFECTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  
SOBRE	  LA	  RESPUESTA	  HORMONAL	  A	  GNRH	  EN	  RATAS	  MACHO	  ADULTAS	  DE	  
10	  MESES	  DE	  EDAD	  	  	  En	   base	   a	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   el	   experimento	   anterior,	   en	   el	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Figura	  21.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  7.	  	  
3.4.2.5.	  EFECTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  
SOBRE	   LA	   EXPRESIÓN	   HIPOTALÁMICA	   DE	   KISS1	   EN	   EL	   ARC	   EN	   RATAS	  
MACHO	  ADULTAS	  	  En	  el	  experimento	  8	  nos	  propusimos	  evaluar	  mediante	  ISH	  en	  ratas	  macho	  de	  4	  y	  10	  meses	  de	  edad,	  las	  posibles	  alteraciones	  sobre	  la	  expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	  en	  el	  núcleo	  ARC	  inducidas	  por	  la	  obesidad	  temprana	  y	  mantenida	  y	  el	  envejecimiento.	  Para	  este	  experimento	  se	  seleccionaron	  animales	  sometidos	  a	  sobrenutrición	  postnatal	  y	   alimentados	   con	   una	   HFD	   desde	   el	   destete	   (SL/HFD)	   y	   animales	   normonutridos	  durante	  toda	  su	  vida	  (NL/CD).	  	  
3.4.3.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	   LA	  
MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  Y	  DEL	  DÉFICIT	  DE	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3.4.3.1.	  EFECTOS	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  
SOBRE	  LA	  FUNCIÓN	  METABÓLICA	  Y	  GONADOTRÓPICA	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  
ADULTAS	  	  En	  el	  experimento	  9,	  el	  día	  1	  pn,	  los	  animales	  se	  organizaron	  en	  grupos	  de	  SL	  y	   NL	   para	   inducir	   una	   sobrenutrición	   o	   una	   normonutrición	   postnatal	   temprana,	  respectivamente.	  Esta	  organización	  de	  camadas	  se	  mantuvo	  hasta	  el	  destete,	  a	  partir	  de	  entonces,	   los	   animales	   se	   alimentaron	   ad	   libitum	   con	   una	   CD	   o	   una	   HFD	   (ver	  representación	  esquemática	  del	  diseño	  experimental	  en	  Figura	  22).	  	  
	  
Figura	  22.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  9.	  	  En	  el	  experimento	  9,	  se	  generaron	  los	  siguientes	  grupos	  experimentales:	  	  	  	  	  	  	  En	  el	  momento	  en	  que	  los	  animales	  cumplieron	  100	  días	  de	  edad,	  se	  calculó	  la	  ingesta	  diaria	  de	  energía	  en	  cada	  grupo	  experimental,	  siguiendo	  el	  protocolo	  descrito	  en	  el	  experimento	  4.	  	  Al	   cumplir	   4	   meses	   de	   edad	   (120	   días),	   un	   subgrupo	   de	   animales	   de	   cada	  grupo	   experimental	   se	   pesó	   y	   fue	   sacrificado	   por	   decapitación	   (ver	   representación	  esquemática	  del	  diseño	  experimental	  en	  Figura	  22),	  recogiéndose	  muestras	  de	  sangre	  troncal	   para	   las	   posteriores	   determinaciones	   metabólicas	   y	   hormonales.	   Todas	   las	  
Grupo	   Descripción	  
NL/CD	   12	  crías/madre	  +	  CD:	  Grupo	  control	  
NL/HFD	   12	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
SL/CD	   4	  crías/madre	  +	  CD	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hembras	  fueron	  sacrificadas	  en	  la	  misma	  fase	  del	  ciclo	  estral	  (diestro	  1)	  para	  evitar	  las	  variaciones	   hormonales	   que	   tienen	   lugar	   en	   las	   diferentes	   fases	   del	   ciclo.	   Tras	   la	  decapitación,	  una	  parte	  de	   los	   cerebros	  de	   cada	  grupo	  experimental	   fueron	  colocados	  inmediatamente	  en	  hielo	  seco	  y	  almacenados	  a	  -­‐80	  °C	  para	  el	  análisis	  de	  expresión	  por	  ISH.	   Los	   hipotálamos	   de	   los	   cerebros	   restantes	   de	   cada	   grupo	   experimental,	   fueron	  diseccionados	  siguiendo	  el	  protocolo	  descrito	  en	  el	  experimento	  4.	  Adicionalmente,	  se	  diseccionaron	   los	   ovarios.	   En	   el	   momento	   en	   que	   se	   obtuvieron	   las	   muestras	   de	  hipotálamo	  y	  las	  de	  ovario,	  se	  congelaron	  en	  nitrógeno	  líquido	  y	  fueron	  almacenadas	  a	  -­‐80	  °C	  hasta	  el	  momento	  de	  su	  análisis.	  	  El	  subgrupo	  restante	  de	  animales	  de	  cada	  grupo,	  se	  sacrificó	  a	  los	  10	  meses	  de	  edad	   (300	   días)	   (ver	   representación	   esquemática	   del	   diseño	   experimental	   en	   Figura	  
22),	  siguiendo	  el	  mismo	  protocolo	  experimental	  descrito	  para	  los	  animales	  sacrificados	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad.	  	  	  3.4.3.1.1.	  IMPACTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  SOBRE	  LA	  TOLERANCIA	  A	  LA	  GLUCOSA	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  En	   el	   experimento	   10	   se	   evaluó,	   en	   ratas	   hembra	   de	   4	   meses	   de	   edad	  sometidas	   al	   mismo	   protocolo	   experimental	   que	   en	   el	   experimento	   9,	   la	   respuesta	  metabólica	   a	   una	   sobrecarga	   oral	   de	   glucosa.	   Para	   la	   realización	   del	   test	   se	   siguió	   el	  protocolo	  descrito	  en	  el	  experimento	  5.	  	  3.4.3.1.2.	  EFECTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  SOBRE	  LA	  RESPUESTA	  HORMONAL	  A	  KP-­‐10	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  En	   el	  experimento	   11	   nos	   propusimos	   analizar,	   en	   ratas	   hembra	   de	   4	   y	   10	  meses	  de	  edad	  sometidas	  al	  mismo	  protocolo	  experimental	  que	  en	  el	  experimento	  9,	  la	  capacidad	  de	  Kp-­‐10	  para	  modular	   la	   liberación	  de	  LH.	  Para	   tal	   fin,	   se	   siguió	  el	  mismo	  protocolo	  descrito	  en	  el	  experimento	  6	  (Figura	  20).	  	  	  3.4.3.1.3.	  EFECTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	  INGESTA	  SOBRE	   LA	   EXPRESIÓN	   DE	   Kiss1	   EN	   EL	   ARC	   Y	   EL	   AVPV	   EN	   RATAS	   HEMBRA	  ADULTAS	  	  En	  el	  experimento	  12	  nos	  propusimos	  evaluar	  mediante	  ISH	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  y	  10	  meses	  de	  edad,	   las	  posibles	  alteraciones	  sobre	   la	  expresión	  hipotalámica	  de	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Kiss1	   en	   el	   ARC	   y	   el	   AVPV	   inducidas	   por	   la	   obesidad	   temprana	   y	   mantenida	   y	   el	  envejecimiento.	   Al	   igual	   que	   en	   el	   caso	   de	   los	   machos,	   en	   este	   experimento	   se	  seleccionaron	   animales	   sometidos	   a	   sobrenutrición	   postnatal	   y	   alimentados	   con	   una	  HFD	   desde	   el	   destete	   (SL/HFD)	   y	   animales	   normonutridos	   durante	   toda	   su	   vida	  (NL/CD).	  	  
3.4.3.2.	  IMPACTO	  METABÓLICO	  Y	  GONADOTRÓPICO	  DEL	  DÉFICIT	  DE	  
ESTRÓGENOS	   Y	   DE	   LA	   MANIPULACIÓN	   POSTNATAL	   DE	   LA	   INGESTA	   EN	  
RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  En	   este	   bloque	   de	   experimentos	   se	   analizó,	   en	   ratas	   hembra	   de	   4	  meses	   de	  edad,	   el	   impacto	   del	   déficit	   de	   estrógenos	   circulantes	   sobre	   la	   función	   metabólica	   y	  gonadotrópica,	   así	   como	   los	   posibles	   efectos	   sumatorios	   entre	   las	   manipulaciones	  nutricionales	  postnatales	  y	  el	  déficit	  de	  estrógenos.	  	  	  Para	  tal	  fin,	  en	  el	  experimento	  13,	   las	  ratas	  hembra	  se	  organizaron	  según	  el	  protocolo	  experimental	  descrito	  en	  el	  experimento	  9.	  A	  los	  90	  días	  de	  edad,	  los	  animales	  fueron	   sometidos	   a	   una	   OVX	   bilateral	   por	   vía	   abdominal,	   bajo	   anestesia	   con	   éter.	   La	  semana	   anterior	   al	   sacrificio,	   se	   calculó	   la	   ingesta	   diaria	   de	   energía	   en	   cada	   grupo	  experimental,	  siguiendo	  el	  mismo	  protocolo	  descrito	  en	  el	  experimento	  4.	  Los	  animales	  OVX	   fueron	   sacrificados	   a	   los	   4	   meses	   de	   edad	   (día	   120	   pn)	   y	   los	   intactos	   el	   día	   de	  diestro	   1	   más	   cercano	   a	   esta	   edad.	   Tras	   el	   sacrificio,	   se	   procediendo	   de	   la	   misma	  manera	   que	   en	   el	   experimento	   9	   (ver	   representación	   esquemática	   del	   diseño	  experimental	  en	  Figura	  23).	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En	  el	  experimento	  13,	  se	  generaron	  los	  siguientes	  grupos	  experimentales:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3.4.3.2.1.	   EFECTOS	   DEL	   DÉFICIT	   DE	   ESTRÓGENOS	   Y	   DE	   LA	  MANIPULACIÓN	   POSTNATAL	   DE	   LA	   INGESTA	   SOBRE	   LA	   TOLERANCIA	   A	   LA	  GLUCOSA	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  En	   el	   experimento	   14	   se	   valoró,	   en	   ratas	   hembra	   de	   4	   meses	   de	   edad	  sometidas	   al	   mismo	   protocolo	   experimental	   que	   en	   el	   experimento	   9,	   la	   respuesta	  metabólica	  a	  una	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa.	  Para	  ello,	  se	  siguió	  el	  protocolo	  descrito	  en	  el	  experimento	  5.	  	  	  3.4.3.2.2.	   EFECTOS	   DEL	   DÉFICIT	   DE	   ESTRÓGENOS	   Y	   DE	   LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DE	  LA	   INGESTA	  SOBRE	  LA	  EXPRESIÓN	  DE	  Kiss1	  EN	  EL	  ARC	  Y	  EL	  AVPV	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  En	  el	  experimento	  15	  se	  valoró	  mediante	  ISH,	  en	  ratas	  hembra	  adultas	  de	  4	  meses	  de	  edad,	  las	  posibles	  alteraciones	  inducidas	  por	  la	  OVX	  y	  el	  efecto	  combinado	  del	  déficit	   de	   estrógenos	   y	   la	   obesidad	   temprana	   y	   mantenida	   sobre	   la	   expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  y	  el	  AVPV.	  	  	  
3.4.4.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	   LA	  
MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DEL	  AMBIENTE	  ESTEROIDEO	  Y	  DE	  
LA	  INGESTA	  EN	  RATAS	  MACHO	  Y	  HEMBRA	  ADULTAS	  	   En	  condiciones	  fisiológicas,	  los	  esteroides	  gonadales	  inducen	  la	  diferenciación	  sexual	  de	  los	  órganos	  reproductores	  y	  del	  SNC	  durante	  etapas	  tempranas	  del	  desarrollo.	  Por	   ello,	   es	   de	   especial	   relevancia	   que	   actualmente	   el	   ser	   humano	   se	   encuentre	  expuesto	   de	  manera	   cotidiana	   desde	   el	   nacimiento	   a	   distintos	   antiandrógenos,	   como	  
Grupo	   Descripción	  
NL/CD	  Intactas	   12	  crías/madre	  +	  CD:	  Grupo	  control	  
NL/HFD	  Intactas	   12	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
SL/CD	  Intactas	   4	  crías/madre	  +	  CD	  
SL/HFD	  Intactas	   4	  crías/madre	  +	  HFD	  	  	  
NL/CD	  OVX	   12	  crías/madre	  +	  CD	  +	  OVX	  
NL/HFD	  OVX	   12	  crías/madre	  +	  HFD	  +	  OVX	  
SL/CD	  OVX	   4	  crías/madre	  +	  CD	  +	  OVX	  
SL/HFD	  OVX	   4	  crías/madre	  +	  HFD	  +	  OVX	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fungicidas	   (vinclozolin),	   pesticidas	   (DDT/DDE),	   ftalatos	   (ampliamente	   utilizados	   en	   la	  fabricación	  de	  plásticos	  y	  cosméticos)	  o	  flutamida	  (FLU)	  (utilizada	  en	  el	  tratamiento	  del	  cáncer	  de	  próstata	  en	  humanos).	  	  En	   este	   contexto,	   experimentos	   realizados	   en	   ratas	   macho	   indican	   que,	   la	  deficiencia	   de	   andrógenos	   tras	   el	   nacimiento	   causada	   por	   la	   exposición	   prenatal	   y/o	  postnatal	  temprana	  a	  compuestos	  con	  actividad	  antagonista	  del	  receptor	  de	  andrógenos	  (antiandrógenos),	  se	  acompañan	  de	  desórdenes	  en	  la	  función	  reproductora	  (318-­‐321).	  Igualmente,	   se	   ha	   demostrado	   en	   ratas	   hembra	   que	   la	   alteración	   de	   los	   niveles	   de	  andrógenos	  en	  la	  etapa	  prenatal	  y	  postnatal	  temprana	  podría	  contribuir	  a	  la	  aparición	  de	  alteraciones	  metabólicas	  y	  endocrinas	  en	  etapas	  posteriores	  del	  desarrollo	  similares	  a	  las	  observadas	  en	  el	  síndrome	  de	  ovario	  poliquístico	  (PCOS)	  humano	  (322).	  	  	  
3.4.4.1.	  EFECTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DEL	  AMBIENTE	  
ESTEROIDEO	  Y	  DE	  LA	  INGESTA	  EN	  RATAS	  MACHO	  ADULTAS	  	  Para	  analizar	  las	  posibles	  consecuencias	  metabólicas	  y	  reproductoras	  que	  para	  el	  ser	  humano	  podría	  tener	  la	  exposición	  a	  compuestos	  con	  actividad	  antiandrogénica,	  en	   este	   bloque	   de	   experimentos	   nos	   propusimos	   evaluar,	   en	   ratas	   macho	   adultas,	   el	  posible	   impacto	   sobre	   la	   función	   metabólica	   y	   gonadotrópica	   provocado	   por	   la	  exposición	   neonatal	   al	   antiandrógeno	   FLU.	   Adicionalmente,	   se	   analizaron	   posibles	  efectos	  sinérgicos	  entre	  la	  exposición	  neonatal	  a	  la	  FLU	  y	  la	  manipulación	  de	  la	  ingesta	  postnatal	  sobre	  estas	  mismas	  funciones.	  	  Para	  ello,	  en	  el	  experimento	  16,	  los	  animales	  se	  organizaron	  en	  grupos	  de	  20,	  12	  y	  4	  crías/madre	  (LL,	  NL	  y	  SL,	  respectivamente).	  Además,	  los	  animales	  de	  cada	  grupo	  experimental	   generado,	   fueron	   inyectados	   subcutáneamente	   con	   dos	   inyecciones	   de	  FLU	  (50	  mg/kg)	  o	  vehículo,	  una	  aplicada	  el	  día	  1	  pn	  y	  otra	  el	  2	  pn.	  Este	  protocolo	  de	  administración	  se	  seleccionó	  en	  base	  a	  referencias	  previas	  (323).	  A	  partir	  del	  día	  23	  pn,	  los	   animales	   se	   alimentaron	   ad	   libitum	   con	   una	   CD	   o	   una	   HFD	   (ver	   representación	  esquemática	  del	  diseño	  experimental	  en	  Figura	  24).	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Figura	  24.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  16.	  	  	  En	  el	  experimento	  16	  se	  generaron	  los	  siguientes	  grupos	  experimentales:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Al	  cumplir	  los	  100	  días	  de	  edad,	  se	  calculó	  la	  ingesta	  diaria	  de	  energía	  en	  cada	  grupo	  experimental.	  	  	  A	   los	   4	   meses	   de	   edad,	   las	   ratas	   se	   pesaron	   y	   fueron	   sacrificadas	   por	  decapitación	  (Figura	  24),	  recogiéndose	  muestras	  de	  sangre	  troncal	  para	  las	  posteriores	  determinaciones	   metabólicas	   y	   hormonales.	   Tras	   la	   decapitación,	   se	   diseccionó	   el	  hipotálamo	   y	   los	   testículos	   de	   los	   distintos	   grupos	   experimentales	   para	   el	   posterior	  análisis	  de	  expresión	  de	  los	  ARNm.	  	  
Grupo	   Descripción	  
Veh/LL/CD	  	  	   Vehículo	  +	  20	  crías/madre	  +	  CD	  
Veh/LL/HFD	  	   Vehículo	  +	  20	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
Veh/NL/CD	   Vehículo	  +	  12	  crías/madre	  +	  CD	  	  
Veh/NL/HFD	  	   Vehículo	  +	  12	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
Veh/SL/CD	   Vehículo	  +	  4	  crías/madre	  +	  CD	  	  
Veh/SL/HFD	   Vehículo	  +	  4	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
FLU/LL/CD	  	   FLU	  +	  20	  crías/madre	  +	  CD	  	  
FLU/LL/HFD	   FLU	  +	  20	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
FLU/NL/CD	   FLU	  +	  12	  crías/madre	  +	  CD	  	  
FLU/NL/HFD	   FLU	  +	  12	  crías/madre	  +	  HFD	  	  
FLU/SL/CD	  	   FLU	  +	  4	  crías/madre	  +	  CD	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3.4.4.1.1.	  EFECTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DEL	  AMBIENTE	  ESTEROIDEO	   Y	   DE	   LA	   INGESTA	   SOBRE	   LA	   TOLERANCIA	   A	   LA	   GLUCOSA	   EN	  RATAS	  MACHO	  ADULTAS	  	  	   En	   el	   experimento	   17	   se	   valoró,	   en	   ratas	   macho	   de	   4	   meses	   de	   edad	  sometidas	   al	   mismo	   protocolo	   experimental	   que	   en	   el	   experimento	   16,	   el	   posible	  impacto	   de	   la	   manipulación	   del	   ambiente	   esteroideo	   neonatal	   sobre	   la	   respuesta	  metabólica	   a	   una	   sobrecarga	   oral	   de	   glucosa.	   Para	   este	   fin,	   se	   siguió	   el	   protocolo	  experimental	  descrito	  en	  el	  experimento	  5.	  	  	  
3.4.4.2.	  	  EFECTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DEL	  AMBIENTE	  
ESTEROIDEO	  Y	  DE	  LA	  INGESTA	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  	  El	   PCOS	   es	   una	   disfunción	   endocrino-­‐metabólica	   heterogénea,	   que	   afecta	  aproximadamente	  al	  7%	  de	   las	  mujeres	  en	   la	  edad	   fértil	  y	  que	  cursa	  con	  anovulación,	  niveles	   circulantes	   de	   andrógenos	   elevados	   y	   resistencia	   a	   la	   insulina.	   Además,	   estas	  mujeres	   suelen	  mostrar	   desórdenes	  metabólicos	   asociados	   a	   la	   resistencia	   a	   insulina	  como	   obesidad,	   dislipemia,	   diabetes	   de	   tipo	   2	   o	   enfermedades	   cardiovasculares.	  Diversos	  estudios	  en	  modelos	  animales	  han	  proporcionado	  evidencias	  experimentales	  de	   que	   el	   exceso	   de	   testosterona	   en	   etapas	   tempranas	   del	   desarrollo	   podría	   ser	   un	  posible	  mecanismo	  etiopatogénico	  para	  el	  desarrollo	  de	  PCOS	  (324).	  	  En	   este	   bloque	   de	   experimentos	   nos	   propusimos	   analizar,	   en	   ratas	   hembra	  adultas	   de	   4	  meses	   de	   edad,	   el	   impacto	   sobre	   la	   homeostasis	   energética	   y	   la	   función	  gonadotrópica	  del	  efecto	  combinado	  de	  altos	  niveles	  neonatales	  de	  andrógenos	  y	  de	  la	  manipulación	  de	  la	  ingesta	  postnatal.	  	  Así,	   en	   el	  experimento	   18,	   el	   día	   1	   pn	   ratas	   hembra	   fueron	   organizadas	   en	  grupos	  de	  4	  y	  12	  crías/madre	  (SL	  y	  NL,	  respectivamente).	  Ese	  mismo	  día,	  los	  animales	  fueron	  inyectados	  con	  PT	  (1,25	  mg/rata)	  o	  vehículo.	  A	  partir	  del	  día	  23	  pn,	  los	  animales	  se	  alimentaron	  ad	  libitum	  con	  una	  CD	  o	  una	  HFD	  (ver	  representación	  esquemática	  del	  diseño	  experimental	  en	  Figura	  25).	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Figura	  25.	  Representación	  esquemática	  del	  protocolo	  experimental	  seguido	  en	  el	  experimento	  18.	  
	   En	  el	  experimento	  18,	  se	  generaron	  los	  siguientes	  grupos	  experimentales:	  	  	  	  	  
	   	  	  	  	  El	   día	   que	   los	   animales	   cumplieron	   100	   días	   de	   edad,	   se	   calculó	   la	   ingesta	  diaria	  de	  energía	  en	  los	  distintos	  grupos	  experimentales.	  	  Los	  animales	  androgenizados	   fueron	  sacrificados	  a	   los	  4	  meses	  de	  edad	   (día	  120	  pn)	   y	   los	   controles	   el	   día	   de	  diestro	  1	  más	   cercano	   a	   esta	   edad,	   recogiéndose	   en	  todos	  los	  animales	  muestras	  de	  sangre	  troncal,	  cerebro,	  hipotálamo	  y	  ovario.	  	  	  3.4.4.2.1.	  IMPACTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DEL	  AMBIENTE	  ESTEROIDEO	   Y	   DE	   LA	   INGESTA	   SOBRE	   LA	   TOLERANCIA	   A	   LA	   GLUCOSA	   EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  	   En	   el	   experimento	   19	   se	   evaluó,	   en	   ratas	   hembra	   de	   4	   meses	   de	   edad,	  sometidas	  al	  mismo	  protocolo	  experimental	  que	  en	  el	  experimento	  18,	  el	  impacto	  de	  la	  androgenización	   neonatal	   y	   su	   posible	   efecto	   sumatorio	   con	   la	   manipulación	   de	   la	  ingesta	  postnatal	  sobre	  la	  respuesta	  metabólica	  a	  una	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa.	  Para	  ello,	  se	  siguió	  el	  protocolo	  descrito	  en	  el	  experimento	  5.	  
Grupo	   Descripción	  
Veh/NL/CD	   Vehículo	  +	  12	  crías/madre	  +	  CD	  	  	  
Veh/NL/HFD	   Vehículo	  +	  12	  crías/madre	  +	  HFD	  
Veh/SL/CD	   Vehículo	  +	  4	  crías/madre	  +	  CD	  
Veh/SL/HFD	   Vehículo	  +	  4	  crías/madre	  +	  HFD	  
PT/NL/CD	   Propionato	  testosterona	  +	  12	  crías/madre	  +	  CD	  	  
PT/NL/HFD	   Propionato	  testosterona	  +	  12	  crías/madre	  +	  HFD	  
PT/SL/CD	   Propionato	  testosterona	  +	  4	  crías/madre	  +	  CD	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3.4.4.2.2.	  IMPACTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DEL	  AMBIENTE	  ESTEROIDEO	  Y	  DE	  LA	  INGESTA	  SOBRE	  LA	  RESPUESTA	  HORMONAL	  A	  Kp-­‐10	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  	  En	   el	   experimento	   20	   se	   valoró,	   en	   ratas	   hembra	   de	   4	   meses	   de	   edad	  sometidas	  al	  mismo	  protocolo	  experimental	  que	  en	  el	  experimento	  18,	  la	  capacidad	  Kp-­‐10	  para	  modular	  la	  liberación	  de	  LH.	  Para	  este	  fin,	  se	  siguió	  el	  protocolo	  experimental	  descrito	  en	  el	  experimento	  6.	  	  3.4.4.2.3.	  IMPACTO	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  POSTNATAL	  DEL	  AMBIENTE	  ESTEROIDEO	  Y	  DE	  LA	  INGESTA	  SOBRE	  LA	  EXPRESIÓN	  DE	  Kiss1	  EN	  EL	  ARC	  Y	  EL	  AVPV	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  	  En	  el	  experimento	  21	  nos	  propusimos	  evaluar	  mediante	  ISH	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  meses	  de	  edad,	  las	  posibles	  alteraciones	  sobre	  la	  expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	  en	   el	   núcleo	   ARC	   y	   el	   AVPV	   inducidas	   por	   la	   androgenización	   neonatal	   y	   la	   obesidad	  temprana	  y	  mantenida.	  En	  este	  experimento	  se	  seleccionaron	  animales	  androgenizados	  sometidos	   a	   sobrenutrición	   postnatal	   y	   alimentados	   con	   una	   HFD	   desde	   el	   destete	  (SL/HFD)	  y	  animales	  normonutridos	  durante	  toda	  su	  vida	  (NL/CD).	  	  
	  3.5.	  PRESENTACIÓN	  DE	  DATOS	  Y	  ESTADÍSTICA	  	   Los	   datos	   de	   peso	   corporal,	   niveles	   hormonales,	   RT-­‐PCR	   en	   tiempo	   real,	  western	  blot	  e	  hibridación	  in	  situ	  son	  presentados	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  (error	  estándar	  de	   la	  media).	   	   Las	   respuestas	   integradas	  de	   secreciones	  hormonales	   de	   los	  diferentes	  grupos	   experimentales	   con	   respecto	   a	   los	   grupos	   control	   fueron	   expresadas	   como	   el	  área	   bajo	   la	   curva	   (AUC),	   calculada	   siguiendo	   la	   regla	   trapezoidal.	   Los	   ensayos	   de	  hibridación	   in	   situ	   incluyeron	   al	   menos	   5	   muestras	   de	   cerebro	   por	   cada	   grupo	  experimental.	  Los	  resultados	  obtenidos	  fueron	  analizados	  para	  determinar	  la	  existencia	  de	   diferencias	   estadísticamente	   significativas	   usando	   ANOVA	   seguida	   de	   un	   test	   de	  rango	   múltiple	   de	   Student-­‐Newman-­‐Keuls	   o	   test	   t-­‐Student	   (Prism	   GraphPad	   5.0,	  GraphPad	  Software	  Inc.;	  La	  Jolla,	  CA,	  USA).	  Para	  que	  las	  diferencias	  fueran	  consideradas	  significativas	  se	  estableció	  como	  límite	  P≤0.05.	  	  	  	  
	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
	  	  




	  4.	  RESULTADOS	  	  	  
4.1	   IMPACTO	   DE	   LA	   MANIPULACIÓN	   NUTRICIONAL	  
TEMPRANA	   SOBRE	  MARCADORES	   FENOTÍPICOS,	  HORMONALES	  
Y	  METABÓLICOS	  DE	  PUBERTAD	  	   Con	  el	  objetivo	  de	  analizar	  el	   impacto	  de	  la	  mayor	  o	  menor	  disponibilidad	  de	  recursos	   energéticos	   durante	   los	   periodos	   prenatal	   y/o	   postnatal	   temprano	   sobre	   el	  desarrollo	  del	  peso	  corporal,	  la	  edad	  de	  puesta	  en	  marcha	  de	  la	  función	  reproductora	  y	  el	   perfil	   hormonal	   y	   metabólico	   asociado,	   se	   realizaron	   una	   serie	   de	   diseños	  experimentales	  utilizando	  como	  modelo	  animal	  la	  rata	  Wistar	  de	  ambos	  sexos.	  	  	  
4.1.1	   EFECTO	   DE	   LA	   SUBNUTRICIÓN	   PRENATAL	   SOBRE	  
MARCADORES	   FENOTÍPICOS,	   HORMONALES	   Y	   METABÓLICOS	   DE	  
PUBERTAD	  	  En	  una	  primera	  aproximación,	  se	  trató	  de	  analizar,	  en	  ratas	  hembras	  y	  machos,	  el	   impacto	   de	   la	   subnutrición	   prenatal	   sobre	   distintos	   marcadores	   fenotípicos,	  hormonales	   y	   metabólicos	   de	   pubertad.	   Para	   tal	   fin,	   se	   generó	   un	   modelo	   de	  subnutrición	   durante	   el	   periodo	   gestacional	   (UNG)	   que	   se	   obtiene	   al	   someter	   a	   las	  madres	  preñadas	  a	  una	  reducción	  del	  30%	  en	  la	  ingesta	  diaria	  de	  comida	  durante	  todo	  el	  periodo	  de	  gestación.	  Nuestros	  resultados	  indican	  que	  esta	  manipulación	  nutricional	  prenatal	  provocó	  una	  reducción	  del	  peso	  corporal	  de	  las	  crías	  al	  nacimiento	  que	  fue	  del	  35%	  en	  las	  hembras	  y	  del	  28%	  en	  los	  machos	  (Tabla	  2).	  	  
	  
	  
Tabla	  2.	  Peso	  corporal	  (g)	  en	  el	  momento	  del	  nacimiento	  de	  ratas	  hembras	  y	  machos	  procedentes	  
de	   madres	   sometidas	   o	   no	   a	   subnutrición	   durante	   el	   periodo	   gestacional	   (UNG).	   *,	   P	   ≤	   0.05	   vs	  
normonutridas;	  mediante	  Test	  t-­‐Student.	  
	  Al	   analizar	   los	   perfiles	   de	   progresión	   del	   peso	   corporal	   en	   hembras,	  observamos	  un	   fenómeno	  de	  catch	  up,	  de	  manera	  que,	  el	  día	  10	  pn,	   las	  hembras	  UNG	  conseguían	   alcanzar	   un	   peso	   corporal	   similar	   al	   de	   las	   controles	   (NL/CD)	   y	   se	  mantuvieron	   así	   hasta	   el	   momento	   del	   destete.	   A	   partir	   de	   éste,	   las	   hembras	   UNG	  
Grupo	   Hembras	   Machos	   Hembras	  (n)	   Machos	  (n)	  
Normonutridas	   6.05±0.1	   5.95±0.05	   41	   23	  
UNG	   3.9±0.09*	   4.30±0.07*	   14	   9	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alimentadas	   con	   una	   CD	   presentaron	   una	  menor	   ganancia	   de	   peso,	   mientras	   que	   las	  hembras	  UNG	  alimentadas	  con	  una	  HFD	  normalizaron	  su	  peso	  corporal,	   consiguiendo	  un	  peso	  similar	  al	  mostrado	  por	  el	  grupo	  control	  (NL/CD)	  (Figura	  26).	  En	  concordancia	  con	  estos	  datos,	  las	  hembras	  UNG	  alimentadas	  con	  una	  CD	  alcanzaron	  la	  AV	  con	  un	  peso	  corporal	   significativamente	  menor	  respecto	  a	   las	   controles,	  mientras	  que	   las	  hembras	  UNG	  alimentadas	  con	  una	  HFD	  mostraron	  un	  peso	  corporal	  similar	  al	  grupo	  control	  el	  día	  de	  la	  AV	  (Figura	  26).	  	  En	   los	   machos	   UNG,	   de	   nuevo	   observamos	   un	   fenómeno	   de	   catch	   up,	   de	  manera	  que	  el	  día	  10	  pn	  presentaron	  un	  peso	  significativamente	  mayor	  respecto	  a	   los	  machos	   control	   normonutridos	   durante	   la	   gestación	   (UNG:	   19.36±1.01*	   vs.	   control:	  16.20±0.84;	   *,	  P≤0.05).	  El	  día	  20	  pn	  el	  peso	  de	   los	   animales	   control	   y	  UNG	  se	   igualan	  hasta	  el	  día	  50	  pn,	  independientemente	  del	  tipo	  de	  dieta	  consumida	  tras	  el	  destete,	  por	  ello,	   a	   diferencia	   de	   las	   hembras,	   los	   machos	   UNG	   no	   mostraron	   variaciones	   en	   la	  evolución	  del	  peso	  corporal	  y	  en	  el	  peso	  corporal	  medio	  el	  día	  de	  la	  SBP	  con	  respecto	  a	  los	  controles	  normonutridos,	  (Figura	  26).	  	  	  
	  Figura	  26.	  Peso	  corporal	  (g)	  y	  peso	  medio	  (g)	  el	  día	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  separación	  
balano	   prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	   machos	   sometidas	   o	   no	   a	   subnutrición	   durante	   el	  
periodo	  gestacional	  (UNG)	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  
(HFD).	   Los	   valores	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   9	   determinaciones	  
independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	  
0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	   Al	  analizar	  los	  efectos	  de	  la	  subnutrición	  gestacional	  sobre	  la	  puesta	  en	  marcha	  de	   la	   función	   reproductora,	   observamos	   que	   no	   se	   encontraron	   diferencias	  significativas	  en	  la	  edad	  media	  de	  AV	  entre	  las	  ratas	  UNG	  y	  las	  controles.	  Sin	  embargo,	  al	  estudiar	  el	  índice	  AV50,	  que	  mide	  la	  edad	  media	  a	  la	  que	  el	  50%	  de	  los	  animales	  de	  un	  


































































determinado	  grupo	  experimental	  presenta	  signos	  externos	  de	  pubertad,	  observamos	  un	  adelanto	   de	   aproximadamente	   1	   día	   en	   las	   ratas	   hembras	   UNG	   alimentadas	   con	   una	  HFD,	  con	  respecto	  a	  las	  que	  lo	  hicieron	  con	  una	  CD	  (Figura	  27).	  Por	  el	  contrario,	  entre	  los	  machos	  UNG	  y	  los	  normonutridos	  no	  se	  encontraron	  diferencias	  significativas	  en	  la	  edad	  media	  de	  aparición	  de	  la	  SBP	  y	  en	  el	  índice	  SBP50	  (Figura	  27).	  	  
	  
Figura	  27.	  Evolución	  (días)	  en	  la	  aparición	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  separación	  balano	  
prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	   machos	   sometidas	   o	   no	   a	   subnutrición	   durante	   el	   periodo	  
gestacional	  (UNG)	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  
Los	   valores	   medios	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   9	   determinaciones	  
independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	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Figura	   28.	   Niveles	   séricos	   de	   LH	   y	   FSH	   (ng/mL)	   el	   día	   de	   la	   apertura	   vaginal	   (AV)	   o	   de	   la	  
separación	   balano	   prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	   machos	   sometidas	   o	   no	   a	   subnutrición	  
durante	   el	   periodo	  gestacional	   (UNG)	  y	  alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	  una	  dieta	   control	   (CD)	  o	  
alta	   en	   grasas	   (HFD).	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   9	  
determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	   letras	   son	  estadísticamente	  
diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  
	   	  Por	  otro	  lado,	  al	  analizar	  los	  parámetros	  metabólicos	  en	  ambos	  sexos,	  observamos	  que,	  en	  hembras	  y	  machos,	   los	  niveles	  circulantes	  de	   leptina	  el	  día	  en	  que	   los	  animales	  alcanzaron	   la	   pubertad	   no	   se	   vieron	   alterados	   por	   la	   UNG	   ni	   por	   el	   tipo	   de	   dieta	  consumida	  tras	  el	  destete.	  Sin	  embargo,	  el	  día	  de	  la	  AV/SBP	  se	  detectó	  una	  disminución	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  insulina	  en	  las	  hembras	  UNG	  y	  un	  aumento	  en	  los	  machos	  UNG,	   que	   también	   fue	   independiente	   del	   tipo	   de	   dieta	   consumida	   tras	   ser	   destetadas	  (Figura	   29).	   En	   sintonía	   con	   estos	   resultados,	   las	   hembras	   UNG	   mostraron	   una	  disminución	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  glucosa	  el	  día	  de	  la	  AV,	  que	  fue	  significativo	  en	  las	   que	   se	   alimentaron	   con	   una	  HFD	   (Tabla	   3)	   y	   un	   aumento	   el	   día	   de	   la	   SBP	   en	   los	  machos	  UNG,	  que	  fue	  significativo	  en	  los	  alimentados	  con	  una	  HFD	  (Tabla	  3).	  	  

























































	  Figura	  29.	  Niveles	  séricos	  de	  leptina	  e	  insulina	  (pg/mL)	  el	  día	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  
separación	   balano	   prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	   machos	   sometidas	   o	   no	   a	   subnutrición	  
durante	   el	   periodo	  gestacional	   (UNG)	  y	  alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	  una	  dieta	   control	   (CD)	  o	  
alta	   en	   grasas	   (HFD.	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   9	  
determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	   letras	   son	  estadísticamente	  










Tabla	   3.	  Niveles	  séricos	  de	  glucosa	  (mg/dL)	  el	  día	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  separación	  
balano	   prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	   machos	   sometidas	   o	   no	   a	   subnutrición	   durante	   el	  
periodo	  gestacional	  (UNG)	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  













Grupo	   Hembras	   Machos	  
NL/CD	   127.5±4.1	   126.7±6.8	  
NL/CD	  UNG	   119.1±8.6	   141.8±5.0	  
NL/HFD	  UNG	   104.6±4.9*	   148.8±4.7*	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  4.1.2.	   EFECTO	   DE	   LA	   SOBRENUTRICIÓN	   POSTNATAL	   SOBRE	  
MARCADORES	   FENOTÍPICOS,	   HORMONALES	   Y	   METABÓLICOS	   DE	  
PUBERTAD	  
	  En	   una	   segunda	   aproximación	   al	   estudio	   del	   impacto	   de	   las	  manipulaciones	  nutricionales	  tempranas	  sobre	  el	  desarrollo	  corporal,	  la	  puesta	  en	  marcha	  de	  la	  función	  reproductora	   y	   parámetros	   metabólicos	   y	   hormonales,	   analizamos	   el	   efecto	   de	   la	  
sobrealimentación	   postnatal	   y/o	   el	   consumo	   de	   una	  HFD	   desde	   el	   destete.	  Para	  valorar	  el	  impacto	  de	  estas	  manipulaciones	  sobre	  el	  peso	  corporal,	  se	  procedió	  a	  pesar	  los	  animales	  cada	  10	  días	  durante	  el	  periodo	  de	  estudio.	  El	  análisis	  de	  nuestros	  datos	  detectó,	  en	  ambos	  sexos,	  una	  tendencia	  divergente	  en	  la	  progresión	  del	  peso	  corporal,	  observándose	  un	  mayor	  peso	  en	  los	  animales	  SL	  con	  respecto	  a	  los	  NL	  (Figura	  30).	  	  	  
Figura	  30.	  Peso	  corporal	  (g)	  y	  peso	  medio	  (g)	  el	  día	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  separación	  
balano	  prepucial	  (SBP)	  en	  ratas	  hembras	  y	  machos	  sometidas	  o	  no	  a	  sobrenutrición	  postnatal	  (SL)	  
y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (CD)	   o	   alta	   en	   grasas	   (HFD).	   Los	   datos	   se	  
representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  15	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  Los	  
grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  
rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  Curiosamente,	   la	   exposición	   a	   una	   HFD	   desde	   el	   destete	   no	   provocó,	   ni	   en	  machos	  ni	  en	  hembras,	  cambios	  significativos	  en	  el	  peso	  corporal	  a	  lo	  largo	  del	  periodo	  de	  estudio	  y	  solo	  observamos	  un	  aumento	  del	  peso	  en	  los	  machos	  NL/HFD	  en	  el	  día	  50	  pn	   (Figura	   30).	   La	   sobrenutrición	   durante	   el	   periodo	   de	   lactancia	   (SL/CD)	   hace	   que,	  tanto	   los	   machos	   como	   las	   hembras,	   lleguen	   a	   la	   pubertad	   con	   un	   peso	  significativamente	  mayor	   al	   presentado	  por	   los	   animales	  normonutridos	  durante	   este	  periodo	   (NL/CD).	   Curiosamente,	   en	   hembras,	   la	   alimentación	   con	   una	   HFD	   tras	   el	  








































































destete	   redujo	   el	   peso	   corporal	   con	   el	   que	   los	   animales	   alcanzaron	   la	   pubertad	   al	  compararlo	   con	   sus	   correspondientes	   controles.	   En	  machos,	   tanto	   la	   SL	   como	   la	  HFD	  hicieron	  que	  los	  animales	  alcanzaran	  la	  pubertad	  con	  un	  peso	  significativamente	  mayor	  al	  presentado	  por	  los	  animales	  del	  grupo	  control	  (NL/CD),	  por	  ello,	  el	  mayor	  peso	  el	  día	  de	  la	  SBP	  lo	  presentaron	  los	  animales	  a	  los	  que	  a	  la	  SL	  se	  le	  sumó	  una	  HFD	  (Figura	  30).	  En	   relación	   a	   la	   edad	   de	   puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	   reproductora,	   las	  hembras	  solo	  sobrealimentadas	  durante	  el	  periodo	  de	  lactancia	  (SL/CD)	  no	  mostraron	  alteraciones	   significativas	   en	   la	   edad	   media	   de	   AV,	   sin	   embargo,	   aquellas	  sobrealimentadas	   solo	   tras	   el	   destete	   (NL/HFD)	   presentaron	   un	   adelanto	   de	   la	   AV,	  efecto	   que	   se	   amplificó	   en	   los	   animales	   sometidos	   a	   un	   exceso	   de	   ingesta	   calórica	  durante	   todo	   el	   periodo	   de	   estudio	   (SL/HFD)	   (Figura	   31).	   En	   machos,	   la	  sobrealimentación	  durante	  la	  lactancia	  (SL)	  indujo	  un	  adelanto	  significativo	  de	  la	  edad	  media	   de	   SBP,	   en	   cambio,	   la	   HFD	   no	   provocó	   alteraciones	   en	   la	   edad	   de	   llegada	   a	   la	  pubertad	  (Figura	  31).	  Estas	  tendencias	  sexualmente	  dimórficas	  también	  se	  pusieron	  de	  manifiesto	   al	   analizar	   los	   índices	   AV50	   y	   SBP50.	   Así,	   en	   las	   hembras,	   el	   efecto	  combinado	  de	  la	  SL	  y	  la	  HFD	  provocó	  un	  adelanto	  del	  AV50	  de	  2	  días,	  mientras	  que	  la	  SL	  
per	  se	  no	  indujo	  cambios	  sustanciales.	  En	  machos,	  la	  SL	  avanzó	  el	  índice	  SBP50	  en	  3	  días	  aproximadamente,	   sin	   que	   se	   observaran	   efectos	   importantes	   mediados	   por	   la	   HFD	  (Figura	  31).	  	  
Figura	  31.	  Evolución	  (días)	  en	  la	  aparición	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  separación	  balano	  
prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	   machos	   sometidas	   o	   no	   a	   sobrenutrición	   postnatal	   (SL)	   y	  
alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  valores	  medios	  se	  
representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  15	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  Los	  
grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  
rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  El	   análisis	  de	   los	  niveles	   circulantes	  de	  hormonas	   relacionadas	   con	   la	  puesta	  en	  marcha	   de	   la	   función	   reproductora	   indica	   que	   las	   ratas	   hembra	   sobrealimentadas	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durante	  el	  periodo	  de	  lactancia	  (SL/CD)	  alcanzaron	  la	  pubertad	  con	  niveles	  de	  LH	  y	  FSH	  significativamente	   superiores	   a	   los	   presentados	   por	   los	   animales	   normonutridos	  durante	   ese	   periodo	   (NL/CD),	   mientras	   que	   la	   alimentación	   con	   una	   HFD	   desde	   el	  destete	   disminuyó	   este	   efecto	   estimulador	   (Figura	   32).	   Por	   su	   parte,	   los	   machos	   SL	  también	  mostraron	  una	  elevación	  en	  los	  niveles	  séricos	  de	  LH	  el	  día	  de	  la	  SBP	  pero,	  en	  este	  caso,	   la	  HFD	  no	   indujo	  efectos	  adicionales	  (Figura	   32).	  Además,	  observamos	  que	  los	   machos	   alimentados	   con	   una	   HFD	   presentaron	   un	   aumento	   en	   los	   niveles	  circulantes	  de	  FSH	  el	  día	  de	  la	  SBP,	  mientras	  que	  la	  SL	  no	  indujo	  ningún	  efecto	  (Figura	  
32).	  
Figura	   32.	   Niveles	   séricos	   de	   LH	   y	   FSH	   (ng/mL)	   el	   día	   de	   la	   apertura	   vaginal	   (AV)	   o	   de	   la	  
separación	   balano	   prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	  machos	   sometidas	   o	   no	   a	   sobrenutrición	  
postnatal	  (SL)	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  
datos	   se	   representan	  como	   la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  10	  determinaciones	   independientes	  por	  
grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  
un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  Siguiendo	  con	  el	  estudio,	  analizamos	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina,	  insulina	  y	  glucosa	  el	  día	  de	  la	  AV/SBP.	  El	  día	  de	  la	  AV,	  las	  hembras	  SL	  presentaron	  una	  elevación	  de	  los	  niveles	  de	  leptina	  en	  suero,	  independientemente	  del	  tipo	  de	  dieta	  consumida	  tras	  el	  destete.	  El	  día	  de	   la	  SBP,	  sólo	   los	  machos	  sobrenutridos	  durante	   todo	  el	  periodo	  de	  estudio	   (SL/HFD)	   presentaron	   un	   aumento	   significativo	   de	   los	   niveles	   de	   basales	   de	  leptina	  (Figura	  33).	  	  Además,	   nuestros	   resultados	   indican	   que,	   en	   el	   momento	   de	   la	   AV,	   solo	   las	  
































































hembras	  con	  un	  exceso	  de	  ingesta	  calórica	  restringido	  al	  periodo	  de	  lactancia	  (SL/CD)	  presentaron	   altos	   niveles	   circulantes	   de	   insulina	   ya	   que,	   sorprendentemente,	   la	  alimentación	   con	   una	   HFD	   tras	   el	   destete	   redujo	   significativamente	   los	   niveles	  circulantes	   de	   la	   hormona	   independientemente	   del	   patrón	   de	   alimentación	   postnatal	  temprano	  (Figura	  33).	  En	  los	  machos,	  ninguno	  de	  los	  regímenes	  de	  sobrealimentación	  cursó	  el	  día	  de	   la	  SBP	  con	  cambios	  significativos	  de	   los	  niveles	  circulantes	  de	   insulina	  (Figura	   33).	   Al	   analizar	   en	   estos	   modelos	   experimentales	   los	   niveles	   circulantes	   de	  glucosa	   el	   día	   de	   la	   AV/SBP,	   no	   se	   detectaron	   diferencias	   significativas	   entre	   los	  distintos	  grupos	  en	  ambos	  sexos	  (datos	  no	  mostrados).	  
Figura	  33.	  Niveles	  séricos	  de	  leptina	  e	  insulina	  (pg/mL)	  el	  día	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  
separación	   balano	   prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	  machos	   sometidas	   o	   no	   a	   sobrenutrición	  
postnatal	  (SL)	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  
datos	   se	   representan	  como	   la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  10	  determinaciones	   independientes	  por	  
grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  
un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  
4.1.3.	   EFECTO	   DE	   LA	   SUBNUTRICIÓN	   POSTNATAL	   SOBRE	  
MARCADORES	   FENOTÍPICOS,	   HORMONALES	   Y	   METABÓLICOS	   DE	  
PUBERTAD	  	  En	   el	   último	   experimento	   de	   este	   bloque,	   se	   analizó	   el	   impacto	   de	   la	  
subnutrición	  postnatal	  (LL)	  y	  juvenil	  (SUB)	  sobre	  la	  puesta	  en	  marcha	  de	  la	  función	  reproductora	  y	  los	  parámetros	  hormonales	  y	  metabólicos	  explorados	  en	  los	  apartados	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anteriores.	  Al	  estudiar	   la	  progresión	  del	  peso	  corporal	  observamos,	  en	  ambos	  sexos,	  que	  los	   animales	   subnutridos	   durante	   la	   lactancia	   (LL/CD)	   presentaban	   una	   disminución	  persistente	  del	  peso	  corporal	  desde	  el	  día	  10	  pn	  que	  se	  agravó	  con	  la	  administración	  de	  una	  HFD	   tras	   el	   destete	   (LL/HFD)	   (Figura	   34).	  A	  pesar	  de	   este	   efecto,	   es	   importante	  remarcar	   que,	   en	   la	   edad	   adulta,	   estos	   animales	   alcanzaron,	   e	   incluso	   superaron,	   los	  niveles	  de	  peso	  corporal	  de	   los	  animales	  LL	  alimentados	  con	  una	  CD.	  Adicionalmente,	  nuestros	  resultados	   indican	  que,	  en	  ambos	  sexos,	   las	  ratas	  subnutridas	   tras	  el	  destete	  (SUB)	   mostraron	   una	   marcada	   reducción	   del	   peso	   corporal	   tras	   el	   inicio	   de	   la	  restricción	  calórica,	  que	  fue	  significativamente	  mayor	  que	  la	  observada	  en	  los	  animales	  LL/CD	  (Figura	  34).	  Tanto	  en	  machos	  como	  en	  hembras	  subnutridas	  durante	  la	  lactancia	  (LL/CD),	  la	   llegada	  de	   la	  pubertad	  se	  produjo	  con	  un	  peso	  significativamente	  menor	  que	  en	   los	  animales	  del	  grupo	  control	   (NL/CD),	   siendo	  este	  efecto	  más	  acusado	  cuando,	  además,	  los	   animales	   fueron	   alimentados	   con	  una	  HFD	   (LL/HFD).	   En	   cualquier	   caso,	   la	  mayor	  reducción	  del	  peso	  corporal	  el	  día	  de	  la	  AV/SBP	  se	  observó	  en	  los	  grupos	  de	  animales	  sometidos	   a	   restricción	   calórica	   tras	   el	   destete	   (SUB)	   y	   fue	   más	   acusada	   en	   machos	  (22%)	  que	  en	  hembras	  (12%)	  (Figura	  34).	  
	  
	  Figura	  34.	  Peso	  corporal	  (g)	  y	  peso	  medio	  (g)	  el	  día	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  separación	  
balano	  prepucial	  (SBP)	  en	  ratas	  hembras	  y	  machos	  sometidas	  o	  no	  a	  subnutrición	  postnatal	  (LL)	  o	  
juvenil	  (SUB)	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  
valores	   medios	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   8	   determinaciones	  
independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	  
0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  En	   cuanto	   a	   la	   edad	   de	   llegada	   de	   la	   pubertad,	   la	   subnutrición	   durante	   la	  lactancia	  provocó	  un	   retraso	   significativo	   en	   la	   edad	  media	  de	  AV	  y	   SBP	  que	   fue	  más	  










































































evidente	   en	  machos	   (4	   días)	   que	   en	   hembras	   (2	   días).	   En	   estos	   animales,	   la	   HFD	   no	  indujo	  cambios	  en	  la	  edad	  media	  de	  SBP,	  pero	  provocó	  una	  tendencia	  al	  adelanto	  de	  la	  AV	   (Figura	   35).	   El	   análisis	   del	   AV50	   y	   el	   SBP50	   corroboró	   estas	   tendencias	  sexualmente	   dimórficas,	   de	  manera	   que	   las	   hembras	   LL/CD	  mostraron	   un	  moderado	  retraso	  del	  AV50	  que	  fue	  completamente	  rescatado	  por	  la	  HFD	  (Figura	  35).	  En	  el	  caso	  del	  SBP50,	  los	  animales	  LL/CD	  presentaron	  un	  mayor	  retraso	  con	  respecto	  a	  su	  control	  (4	  días),	  que	  solo	  fue	  modestamente	  rescatado	  por	  la	  HFD.	  Otra	  evidencia	  que	  avala	  este	  dimorfismo	   sexual	   la	  muestran	   los	   datos	   de	   los	   animales	   subnutridos	   tras	   el	   destete.	  Así,	  mientras	  que	  la	  edad	  media	  de	  AV	  y	  el	  AV50	  se	  retrasaron	  considerablemente	  en	  las	  ratas	   hembra	   SUB	   (>4	   días),	   en	   machos,	   la	   edad	   media	   de	   SBP	   y	   el	   SBP50	   fueron	  estrictamente	   similares	   entre	   los	   grupos	   control	   (NL/CD)	   y	   SUB,	   a	   pesar	   de	   que	   los	  animales	   SUB	  presentaran	  una	   reducción	  del	   peso	   corporal	   el	   día	  de	   la	   SBP	  mayor	   al	  25%	  (Figura	  35).	  	  
Figura	  35.	  Evolución	  (días)	  en	  la	  aparición	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  separación	  balano	  
prepucial	  (SBP)	  en	  ratas	  hembras	  y	  machos	  sometidas	  o	  no	  a	  subnutrición	  postnatal	  (LL)	  o	  juvenil	  
(SUB)	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  valores	  
medios	   se	  representan	  como	   la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  8	  determinaciones	   independientes	  por	  
grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  
un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  Los	   niveles	   circulantes	   de	   gonadotropinas	   mostrados	   por	   los	   animales	  subnutridos	   durante	   la	   lactancia	   (LL)	   documentaron	   diferencias	   adicionales	   entre	  machos	   y	   hembras.	   En	   este	   sentido,	   las	   hembras	   LL,	   independientemente	   del	   tipo	   de	  dieta	   ingerida	   tras	  el	  destete,	   llegaron	  a	   la	  pubertad	  con	  niveles	  de	  LH	  similares	  a	   los	  presentados	   por	   los	   animales	   normonutridos	   durante	   todo	   el	   periodo	   de	   estudio	  (NL/CD),	  mientras	  que	   los	  machos	  LL,	   independientemente	  del	   tipo	  de	  dieta	   ingerida	  tras	   el	   destete,	   lo	   hicieron	   con	   niveles	   de	   LH	   significativamente	   más	   bajos	   que	   los	  presentados	  por	   los	  machos	   controles.	   (Figura	   36).	   Además,	   el	   día	   de	   la	  AV/SBP,	   los	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animales	   de	   ambos	   sexos	   subnutridos	   durante	   la	   lactancia	   presentaron	   niveles	  circulantes	   de	   FSH	   significativamente	   superiores	   a	   los	   presentados	   por	   sus	  correspondientes	   controles.	   En	   el	   caso	   de	   los	   machos,	   la	   HFD	   indujo	   un	   aumento	  adicional	   de	   estos	   niveles	   (Figura	   36).	   Adicionalmente,	   nuestros	   resultados	   indican	  que,	   en	   ambos	   sexos,	   la	   pubertad	   se	   alcanzó	   en	   los	   animales	   SUB	   con	   niveles	  significativamente	  disminuidos	  de	  LH	  y	  FSH	  (Figura	  36).	  
Figura	   36.	   Niveles	   séricos	   de	   LH	   y	   FSH	   (ng/mL)	   el	   día	   de	   la	   apertura	   vaginal	   (AV)	   o	   de	   la	  
separación	   balano	   prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	   machos	   sometidas	   o	   no	   a	   subnutrición	  
postnatal	   (LL)	  o	   juvenil	   (SUB)	  y	  alimentadas	   tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	   (CD)	  o	  alta	  en	  
grasas	   (HFD).	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   8	   determinaciones	  
independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	  
0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  En	   referencia	   a	   los	   parámetros	   metabólicos,	   en	   ambos	   sexos,	   los	   animales	  subnutridos	   durante	   el	   periodo	   de	   lactancia	   no	  mostraron	   alteraciones	   en	   los	   niveles	  circulantes	   de	   leptina	   el	   día	   de	   la	   AV/SBP,	   independientemente	   del	   tipo	   de	   dieta	  consumida	  tras	  el	  destete	  (Figura	  37).	  En	  la	  misma	  línea,	   la	  LL	  no	  indujo	  alteraciones	  importantes	  en	  los	  niveles	  basales	  de	  insulina	  en	  el	  momento	  de	  la	  pubertad	  y	  sólo	  se	  encontró	   una	   disminución	   significativa	   de	   este	   parámetro	   en	   el	   caso	   de	   las	   hembras	  alimentadas	  con	  una	  HFD	  (Figura	  37).	  Nuestros	  resultados	  también	  muestran	  que	  los	  animales	  LL/CD	  de	  ambos	  sexos	  presentaron	  altos	  niveles	  circulantes	  de	  glucosa	  el	  día	  de	   la	  AV/SBP,	   sin	   embargo,	   en	  estos	   animales	   el	   consumo	  de	  una	  HFD	   tras	   el	  destete	  normalizó	   los	   niveles	   de	   este	   parámetro	   (Tabla	   4).	   El	   análisis	   metabólico	   en	   los	  































































animales	  SUB	  mostró	  que	  las	  hembras	  llegan	  a	  la	  pubertad	  sin	  cambios	  significativos	  en	  los	   niveles	   circulantes	   de	   leptina,	   insulina	   o	   glucosa,	   mientras	   que	   los	   machos	  presentaron	   niveles	   significativamente	   reducidos	   de	   leptina	   al	   alcanzar	   la	   pubertad	  (Figura	  37	  y	  Tabla	  4).	  
Figura	  37.	  Niveles	  séricos	  de	  leptina	  e	  insulina	  (pg/mL)	  el	  día	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  
separación	   balano	   prepucial	   (SBP)	   en	   ratas	   hembras	   y	   machos	   sometidas	   o	   no	   a	   subnutrición	  
postnatal	   (LL)	  o	   juvenil	   (SUB)	  y	  alimentadas	   tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	   (CD)	  o	  alta	  en	  
grasas	   (HFD).	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   8	   determinaciones	  
independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	  







Tabla	   4.	  Niveles	  séricos	  de	  glucosa	  (mg/dL)	  el	  día	  de	  la	  apertura	  vaginal	  (AV)	  o	  de	  la	  separación	  
balano	  prepucial	  (SBP)	  en	  ratas	  hembras	  y	  machos	  sometidas	  o	  no	  a	  subnutrición	  postnatal	  (LL)	  o	  
juvenil	  (SUB)	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  
valores	  se	  representan	  como	   la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  8	  determinaciones	   independientes	  por	  






Grupo	   Hembras	   Machos	  
NL/CD	   127.5±4.1	   126.7±6.8	  
LL/CD	   152.1±6.6*	   164.7±10.0*	  
LL/HFD	   123.5±3.45	   136.6±7.0	  
NL/CD	  SUB	   102.3±14.0	   134.8±7.1	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4.2.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	   LA	  
MANIPULACIÓN	   NUTRICIONAL	   POSTNATAL	   EN	   RATAS	   MACHO	  
ADULTAS	  	   Con	  objeto	  de	  analizar	  en	  la	  edad	  adulta	  los	  efectos	  sobre	  la	  función	  metabólica	  y	  gonadotrópica	  de	  la	  mayor	  o	  menor	  disponibilidad	  de	  recursos	  energéticos	  durante	  el	  desarrollo	  postnatal	  temprano,	  se	  amplió,	  en	  ratas	  macho,	  el	  estudio	  de	  los	  modelos	  de	  subnutrición	   y	   sobrenutrición	   postnatal	   generados	   en	   el	   bloque	   de	   experimentos	  anterior.	  	  
4.2.1.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	   LA	  
MANIPULACIÓN	  NUTRICIONAL	  POSTNATAL	  EN	  MACHOS	  DE	  4	  MESES	  	  	  
ANÁLISIS	  METABÓLICO:	  	  Al	   analizar	   durante	   los	   4	   primeros	   meses	   de	   vida	   la	   evolución	   del	   peso	  corporal	   en	   los	   distintos	   grupos	   experimentales,	   observamos	   que	   el	   aumento	   de	  disponibilidad	   de	   recursos	   energéticos	   durante	   la	   lactancia	   (SL)	   provocó	   un	   aumento	  del	  peso	  corporal	  que	   fue	  evidente	  desde	  el	  día	  10	  pn	  y	  que	  se	  mantuvo	  a	   lo	   largo	  de	  todo	   el	   periodo	   de	   estudio	   (día	   120	   pn),	   mientras	   que	   la	   disminución	   de	   la	  disponibilidad	   de	   recursos	   energéticos	   durante	   este	   periodo	   (LL)	   tuvo	   el	   efecto	  contrario,	  induciendo	  una	  disminución	  del	  peso	  corporal	  desde	  el	  periodo	  infantil	  hasta	  la	   finalización	   del	   estudio	   (Figura	   38).	   La	   alimentación	   con	   una	   HFD	   tras	   el	   destete	  incrementó	  el	  peso	  corporal	  desde	  el	  día	  50	  pn	  en	  los	  animales	  NL,	  desde	  el	  día	  60	  pn	  en	  los	  SL	  y	  desde	  el	  día	  110	  pn	  en	   los	  LL.	  Como	  última	  puntualización,	  hay	  que	  destacar	  que	   los	  machos	   SL/CD	   y	   los	  NL/HFD	  mostraron	   valores	   similares	   de	   peso	   corporal	   a	  partir	  del	  día	  70	  pn	  (Figura	  38).	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Figura	   38.	  Evolución	  del	  peso	  corporal	  (g)	  durante	  los	  4	  primeros	  meses	  de	  vida	  en	  ratas	  macho	  
sometidas	  a	  normonutrición	  (NL),	  sobrenutrición	  (SL)	  o	  subnutrición	  (LL)	  postnatal	  y	  alimentadas	  
tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  
son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	  múltiple	   Student-­‐
Newman-­‐Keuls.	  	  	   El	   estudio	   de	   los	   índices	  metabólicos	   a	   los	   4	  meses	   de	   edad	  mostró	   que,	   en	  relación	  a	  los	  animales	  normonutridos	  durante	  todo	  el	  periodo	  de	  estudio	  (NL/CD),	  los	  animales	  con	  una	  mayor	  disponibilidad	  de	  recursos	  energéticos	  solo	  durante	  el	  periodo	  de	  lactancia	  (SL/CD)	  presentaron	  un	  incremento	  del	  peso	  corporal	  y	  de	  la	  ingesta	  diaria	  de	   energía	   mayor	   del	   10%,	   mientras	   que	   los	   que	   dispusieron	   de	   menor	   cantidad	   de	  recursos	  energéticos	  solo	  durante	  este	  periodo	  (LL/CD)	  presentaron	  una	  disminución	  del	  peso	  corporal	  y	  de	  la	  ingesta	  diaria	  de	  Kcal	  del	  10-­‐15%	  (Figura	  39).	  La	  alimentación	  con	  una	  HFD	  tras	  el	  destete	  aumentó	  significativamente	  el	  peso	  y	  la	  ingesta	  en	  todos	  los	  modelos	   experimentales,	   observándose	   un	   efecto	   sumatorio	   entre	   la	   SL	   y	   la	   HFD,	   de	  manera	  que	  estos	  animales	  mostraron	  un	  aumento	  del	  25%	  en	  el	  peso	  corporal	  y	  en	  la	  ingesta	   diaria	   de	   Kcal	   con	   respecto	   a	   los	   animales	   normonutridos	   durante	   todo	   el	  periodo	   de	   estudio	   (Figura	   39).	   Hay	   que	   destacar	   que,	   aunque	   los	   animales	   LL/HFD	  mostraron	   un	  menor	   peso	   corporal	   que	   los	   NL/LFD,	   presentaron	   una	  mayor	   ingesta	  diaria	  de	  Kcal	  (Figura	  39).	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Figura	   39.	   Peso	   corporal	   (g)	   e	   ingesta	   diaria	   de	   energía	   (Kcal/rata/día)	   en	   ratas	   macho	   de	   4	  
meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  subnutrición	  (LL),	  normonutrición	  (NL)	  o	  sobrenutrición	  (SL)	  postnatal	  
y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (CD)	   o	   alta	   en	   grasas	   (HFD).	   Los	   datos	   se	  
representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  8	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  Los	  
grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  
rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  El	  análisis	  de	   los	  restantes	   índices	  metabólicos	  en	  estos	  animales	  mostró	  que	  la	   SL	   per	   se	   no	   alteró	   la	   concentración	   basal	   de	   colesterol,	   leptina	   o	   insulina,	   pero	  incrementó	   los	   niveles	   basales	   de	   glucosa.	   El	   consumo	   de	   una	   HFD	   tras	   el	   destete	  aumentó	  los	  niveles	  circulantes	  de	  colesterol,	  leptina	  y	  glucosa,	  tanto	  en	  los	  animales	  NL	  como	   en	   los	   SL.	   Además,	   se	   observó	   un	   efecto	   sumatorio	   entre	   ambos	   estímulos	  obesogénicos,	   lo	   que	   hizo	   que	   los	   animales	   SL/HFD	   presentaran	   los	  mayores	   niveles	  circulantes	   de	   leptina	   y	   glucosa.	   Curiosamente,	   a	   pesar	   de	   que	   la	   HFD	   aumentó	   los	  niveles	  basales	  de	  glucosa,	  el	   consumo	  de	  esta	  dieta	  disminuyó	   los	  niveles	  circulantes	  de	  insulina,	  independientemente	  del	  patrón	  de	  ingesta	  postnatal,	  aunque	  en	  el	  caso	  de	  los	   animales	   SL	   no	   se	   observaron	   diferencias	   estadísticamente	   significativas	   (Figura	  
40).	   Nuestros	   resultados	   también	   indican	   que	   la	   LL	   per	   se,	   no	   causó	   alteraciones	  detectables	   en	   ninguno	   de	   los	   parámetros	   metabólicos	   analizados	   a	   los	   4	   meses	   de	  edad,	  con	  la	  excepción	  de	  un	  aumento	  en	   los	  niveles	  circulantes	  de	  colesterol.	  Al	   igual	  que	   en	   el	   caso	   de	   los	   machos	   NL	   y	   SL,	   en	   los	   animales	   LL,	   la	   HFD	   empeoró	  significativamente	   todos	   los	   índices	   metabólicos	   y	   provocó	   una	   disminución	   de	   los	  niveles	   basales	   de	   insulina	   a	   pesar	   de	   que	   estos	   animales	   presentaran	   una	   glucemia	  basal	  elevada	  (Figura	  40).	  








































Figura	  40.	  Niveles	  séricos	  de	  colesterol	  (mg/dL),	  leptina	  e	  insulina	  (ng/mL)	  y	  glucosa	  (mg/dL)	  en	  
ratas	   macho	   de	   4	   meses	   de	   edad	   sometidas	   a	   subnutrición	   (LL),	   normonutrición	   (NL)	   o	  
sobrenutrición	   (SL)	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	  una	  dieta	   control	   (CD)	   o	   alta	   en	  
grasas	   (HFD).	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   8	   determinaciones	  
independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	  
0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  
	   Adicionalmente,	  en	  todos	  los	  grupos	  experimentales	  se	  exploró	  la	  homeostasis	  de	  la	  glucosa	  mediante	  un	  OGTT.	  Los	  resultados	  obtenidos	  indican	  que,	  a	  pesar	  de	  que	  los	   animales	   sobrenutridos	   durante	   el	   periodo	   de	   lactancia	   y	   normonutridos	   tras	   el	  destete	  (SL/CD)	  presentaron	  hiperglucemia	  basal,	  no	  se	  encontró	  en	  ellos	  evidencias	  de	  intolerancia	  a	  la	  glucosa	  (Figura	  41).	  Por	  el	  contrario,	  los	  grupos	  alimentados	  con	  una	  HFD	  mostraron	   intolerancia	  a	   la	  glucosa	  respecto	  a	  sus	  controles,	   lo	  que	  se	  manifestó	  por	   el	   incremento	   de	   la	  masa	   de	   glucosa	   circulante	   (Área	   bajo	   la	   curva;	   AUC)	   tras	   la	  sobrecarga,	  que	   fue	  del	  7%	  en	   los	  LL/HFD,	  del	  15%	  en	   los	  NL/HFD	  y	  del	  45%	  en	   los	  SL/HFD,	  lo	  que	  indica	  que	  se	  produjo	  un	  efecto	  sumatorio	  entre	  la	  SL	  y	  la	  alimentación	  con	  una	  HFD	  desde	  el	  destete	  (Figura	  41).	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Figura	   41.	  Niveles	  séricos	  de	  glucosa	  (mg/dL),	  antes	  y	  20	  y	  60	  min	  después	  de	  la	  administración	  
oral	   de	   glucosa	   (1	   g/Kg),	   en	   ratas	   macho	   de	   4	   meses	   de	   edad	   sometidas	   a	   subnutrición	   (LL),	  
normonutrición	   (NL)	  o	   sobrenutrición	   (SL)	  postnatal	  y	  alimentadas	   tras	  el	  destete	   con	  una	  dieta	  
control	   (CD)	   o	   alta	   en	   grasas	   (HFD).	   En	   el	   panel	   inferior,	   se	  muestran	   los	   niveles	   integrados	   de	  
glucosa	  (área	  bajo	  la	  curva;	  AUC	  )	  a	  lo	  largo	  del	  periodo	  de	  estudio.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  
la	  media	  ±	  SEM	  de	  8	  determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	   letras	  
son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  *,	  P	  ≤	  0.05	  y	  **	  P	  ≤	  0.01	  vs	  grupo	  control	  alimentado	  con	  
una	  CD.	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  
ANÁLISIS	  DE	  LA	  FUNCIÓN	  GONADOTRÓPICA:	  	   El	  análisis	  de	   los	   índices	   reproductores	  a	   los	  4	  meses	  de	  edad	  reveló	  que	   las	  modificaciones	   de	   la	   disponibilidad	   de	   recursos	   energéticos	   durante	   el	   periodo	   de	  lactancia	  (SL	  y	  LL)	  producen,	  en	  la	  edad	  adulta,	  un	  incremento	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  LH	  que	  se	  acompañó,	  en	  el	  caso	  de	  la	  subnutrición	  postnatal,	  del	  incremento	  de	  los	  niveles	  de	  FSH	  (Figura	   42).	  Nuestros	   resultados	   también	   indican	  que	   la	  alimentación	  tras	  el	  destete	  con	  una	  HFD	  no	  modificó	  los	  niveles	  circulantes	  de	  gonadotropinas	  en	  los	  animales	   normonutridos	   (NL),	   pero	   tendió	   a	   normalizar	   los	   altos	   niveles	   de	   LH	   que	  presentan	  los	  animales	  SL	  y	  LL	  sin	  afectar	  a	  los	  de	  FSH	  (Figura	  42).	  


























































































Figura	   42.	  Niveles	  séricos	  de	  LH	  y	  FSH	  (ng/mL)	  en	  ratas	  macho	  de	  4	  meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  
subnutrición	   (LL),	   normonutrición	   (NL)	   o	   sobrenutrición	   (SL)	   	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	  
destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  
±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  15	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  
son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	  múltiple	   Student-­‐
Newman-­‐Keuls.	  	  Con	   objeto	   de	   analizar	   la	   funcionalidad	   del	   sistema	   Kiss1	   en	   los	   distintos	  grupos	  experimentales,	  se	  valoró	   la	  repuesta	  de	  LH	  a	   la	  administración	  central	  de	  Kp-­‐10.	   Nuestros	   resultados	  muestran	   que,	   en	   todos	   los	   grupos,	   la	   administración	   icv	   del	  péptido	  indujo	  una	  robusta	  respuesta	  secretora	  de	  LH,	  15	  min	  después	  de	  la	  inyección.	  Además,	   los	   resultados	   muestran	   que	   la	   respuesta	   neta	   de	   LH	   (AUC)	   tras	   la	  administración	  del	  péptido	  no	  se	  vio	  afectada	  por	  el	  régimen	  de	  alimentación	  postnatal	  temprano,	   mientras	   que	   la	   alimentación	   tras	   el	   destete	   con	   una	   HFD,	   disminuyó	  significativamente	   la	   respuesta	   de	   LH	   a	   Kp-­‐10	   en	   los	   animales	   normonutridos	   y	  subnutridos	  durante	  la	  lactancia	  (NL/HFD	  y	  LL/HFD)	  (Figura	  43).	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Figura	   43.	  Niveles	  séricos	  de	  LH	  (ng/mL),	  antes	  y	  15,	  60	  y	  120	  min	  después	  de	  la	  administración	  
central	   de	   Kp-­‐10	   (50	   pmol/rata),	   en	   ratas	  macho	   de	   4	  meses	   de	   edad	   sometidas	   a	   subnutrición	  
(LL),	   normonutrición	   (NL)	  o	   sobrenutrición	   (SL)	  postnatal	   y	  alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	  una	  
dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  En	  el	  panel	  inferior,	  se	  muestran	  los	  niveles	  integrados	  de	  
LH	  (área	  bajo	  la	  curva;	  AUC	  )	  a	  lo	  largo	  del	  periodo	  de	  estudio.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  
media	  ±	  SEM	  de	  8	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  
estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  *,	  P	  ≤	  0.05	  y	  **	  P	  ≤	  0.01	  vs	  grupo	  control	  alimentado	  con	  una	  
CD.	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  Adicionalmente,	   en	   estos	   animales	   evaluamos	   los	   niveles	   circulantes	   de	   T	   y	  estradiol	  y	  analizamos	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  genes	  que	  codifican	  enzimas	  clave	  de	  la	  esteroidogénesis.	  Nuestros	  resultados	  indican	  que	  el	  incremento	  de	  disponibilidad	  de	  recursos	   energéticos	   durante	   la	   lactancia	   (SL)	   cursó	   en	   la	   edad	   adulta	   sin	  modificaciones	   significativas	   de	   los	   niveles	   circulantes	   de	   estradiol,	   T	   y	   niveles	   de	  expresión	   de	   genes	   de	   enzimas	   de	   la	   esteroidogénesis,	   mientras	   que	   la	   subnutrición	  durante	  este	  periodo	  (LL)	  redujo	  los	  niveles	  circulantes	  de	  T	  e	  indujo	  una	  disminución	  de	   la	   expresión	   del	   gen	   que	   codifica	   para	   la	   P450scc	   (Figura	   44).	   Nuestros	   datos	   en	  relación	  a	  las	  repercusiones	  de	  la	  alimentación	  con	  una	  HFD	  tras	  el	  destete	  indican	  que	  no	  tuvo	  efectos	  adicionales	  sobre	  los	  niveles	  circulantes	  de	  T,	  estradiol	  y	  expresión	  de	  genes	  de	   enzimas	  de	   la	   esteroidogénesis	   en	   los	   animales	   LL,	  mientras	   que	  disminuyó	  muy	  significativamente	  los	  niveles	  de	  T	  y	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  StAR,	  P450scc	  y	  17β-­‐HSD	   en	   los	   animales	   normonutridos	   durante	   la	   lactancia	   (NL)	   y	   los	   de	   T	   y	   los	   genes	  StAR	  y	  P450scc	  en	  los	  SL	  (Figura	  44).	  	  	  
	  























































Figura	   44.	  Niveles	   séricos	  de	  T	   (ng/mL)	   y	   estradiol	   (pg/mL)	   y	  niveles	  de	   expresión	  de	   los	  genes	  
StAR,	   P450scc	   y	   17β-­‐HSD,	   en	   ratas	   macho	   de	   4	   meses	   de	   edad	   sometidas	   a	   subnutrición	   (LL),	  
normonutrición	   (NL)	  o	   sobrenutrición	   (SL)	  postnatal	  y	  alimentadas	   tras	  el	  destete	   con	  una	  dieta	  
control	   (CD)	   o	   alta	   en	   grasas	   (HFD).	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de	   8	  
determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	   letras	   son	  estadísticamente	  
diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  Finalmente,	   para	   completar	   el	   estudio,	   decidimos	   realizar	   el	   análisis	   en	   el	  núcleo	  ARC	  de	  la	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  mediante	  ISH	  y	  RT-­‐PCR	  en	  tiempo	  real.	  Dada	   la	   complejidad	   técnica,	   limitamos	   el	   estudio	   a	   los	   animales	   del	   grupo	   control	  (NL/CD)	  y	  a	   los	   sometidos	  a	   sobrenutrición	  durante	   toda	   su	  vida	   (SL/HFD).	  Nuestros	  resultados,	  obtenidos	  mediante	  el	  análisis	  por	  ISH	  en	  ratas	  de	  4	  meses,	  mostraron	  una	  disminución	   del	   50%	   de	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	   Kiss1	   en	   el	   núcleo	   ARC	   de	   los	  animales	  SL/HFD	  (Figura	  45A	  y	  45B).	  Estos	  datos	  se	  confirmaron	  mediante	  el	  análisis	  por	  RT-­‐PCR	  en	  tiempo	  real	  (Figura	  45C).	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Figura	   45.	  Niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  la	  región	  anterior	  del	  núcleo	  ARC	  en	  ratas	  
macho	   de	   4	   y	   10	   meses	   de	   edad	   normonutridas	   durante	   todo	   el	   periodo	   de	   estudio	   (NL/CD)	   o	  
sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	  
grasas	   (SL/HFD).	   En	   el	   panel	   A,	   se	   incluyen	   fotomicrografías	   representativas	   de	   los	   diferentes	  
grupos	   analizados	   mediante	   ISH.	   El	   panel	   B,	   muestra	   los	   datos	   cuantitativos	   de	   los	   niveles	   de	  
ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  en	  los	  distintos	  grupos	  experimentales.	  Por	  último,	  el	  panel	  C	  representa	  
los	  niveles	  relativos	  de	  ARNm	  de	  Kiss1	  analizados	  mediante	  RT-­‐PCR	  en	  tiempo	  real	  en	  fragmentos	  
hipotalámicos	  completos	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  5	  
determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	   letras	   son	  estadísticamente	  
diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	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4.2.2.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	   LA	  
MANIPULACIÓN	  NUTRICIONAL	  POSTNATAL	  EN	  MACHOS	  DE	  10	  MESES	  	  	  
ANÁLISIS	  METABÓLICO:	  	  Para	   valorar	   el	   curso	   temporal	   del	   impacto	   sobre	   la	   función	   metabólica	   y	  gonadotrópica	  de	   la	  mayor	  o	  menor	  disponibilidad	  de	  recursos	  energéticos	  durante	  el	  desarrollo,	  un	  subgrupo	  de	  ratas	  macho	  de	  cada	  grupo	  experimental	  se	  siguió	  hasta	  los	  10	   meses	   de	   edad	   (300	   días),	   momento	   en	   el	   que	   los	   animales	   fueron	   pesados	   y	  sacrificados.	  Nuestros	  resultados	  indican	  que,	  de	  los	  4	  a	  los	  10	  meses	  de	  edad,	  los	  animales	  de	  todos	  los	  grupos	  experimentaron	  un	  incremento	  significativo	  del	  peso	  corporal	  que,	  en	  relación	  al	  experimentado	  por	  los	  animales	  del	  grupo	  control	  (NL/CD),	  fue	  mayor	  en	  los	   animales	   con	   mayor	   disponibilidad	   de	   recursos	   energéticos	   durante	   la	   lactancia	  (SL/CD)	  y	  menor	  en	  los	  sometidos	  a	  restricción	  calórica	  durante	  este	  periodo	  (LL/CD).	  La	  alimentación	  tras	  el	  destete	  con	  una	  HFD,	  incrementó	  el	  peso	  corporal	  en	  todos	  los	  grupos	  en	  relación	  a	  sus	  correspondientes	  controles,	  por	  lo	  que	  el	  mayor	  peso	  corporal	  se	  encontró	  en	  los	  animales	  SL/HFD	  (Figura	  46).	  Junto	  al	   incremento	  del	  peso	  corporal,	  con	   la	  edad	  se	  produjo	  un	   incremento	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  en	  todos	  los	  grupos	  experimentales,	  que	  fue	  mayor	  en	  los	  animales	  SL	  y	  menor	  en	  los	  LL.	  La	  administración	  de	  una	  HFD	  tras	  el	  destete	  solo	  incrementó	   significativamente	   los	   niveles	   séricos	   de	   leptina	   en	   los	   animales	  subnutridos	   durante	   la	   lactancia	   (LL/HFD)	   (Figura	   46).	   Nuestros	   datos	   también	  indican	  que,	  aunque	  entre	  los	  4	  y	  los	  10	  meses,	  se	  produjo	  un	  incremento	  de	  los	  niveles	  circulantes	   de	   glucosa	   en	   todos	   los	   grupos	   experimentales	   (datos	   no	  mostrados),	   los	  niveles	   circulantes	   de	   insulina	   en	   los	   diferentes	   grupos	   no	   variaron,	   a	   excepción	   del	  descenso	  de	  los	  mismos	  que	  se	  observó	  en	  los	  animales	  LL/CD	  (Figura	  46).	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Figura	  46.	  Peso	  corporal	  (g)	  y	  niveles	  séricos	  de	  leptina	  e	  insulina	  (ng/mL)	  en	  ratas	  macho	  de	  10	  
meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  subnutrición	  (LL),	  normonutrición	  (NL)	  o	  sobrenutrición	  (SL)	  postnatal	  
y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  valores	  medios	  
de	  ratas	  macho	  de	  4	  meses	  de	  edad	  normonutridas	  durante	  el	  periodo	  postnatal	  y	  alimentadas	  con	  
una	  CD	   tras	  el	  destete,	   se	  encuentran	  representados	  en	   los	  paneles	   como	   líneas	  discontinuas.	  Los	  
datos	   se	   representan	   como	   la	  media	   ±	   SEM	   de,	   al	  menos,	   8	   determinaciones	   independientes	   por	  
grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  
un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  
ANÁLISIS	  DE	  LA	  FUNCIÓN	  GONADOTRÓPICA:	  	  El	   análisis	   de	   los	   parámetros	   reproductores	   en	   los	   animales	   de	   10	  meses	   de	  edad	  demuestra	  que	  el	   envejecimiento	  en	   los	  animales	   controles	   (NL/CD)	  no	  produjo	  modificaciones	   de	   los	   niveles	   séricos	   de	   LH,	   aunque	   disminuyó	   significativamente	   los	  niveles	  circulantes	  de	  T	  e	  incrementó	  los	  de	  FSH.	  En	  los	  animales	  LL	  y	  SL,	  se	  observó	  el	  aumento	   de	   los	   niveles	   de	   FSH	   y	   el	   descenso	   de	   los	   niveles	   de	   T	   propios	   del	  envejecimiento	  pero,	  a	  diferencia	  de	  lo	  que	  ocurre	  en	  los	  animales	  del	  grupo	  control,	  en	  los	   grupos	   LL	   y	   SL	   el	   envejecimiento	   indujo	   un	   descenso	   significativo	   de	   los	   niveles	  circulantes	  de	  LH	  (Figura	  47).	  La	  alimentación	  con	  una	  HFD	  tras	  el	  destete	  disminuyó	  significativamente	   los	   niveles	   de	   gonadotropinas	   y	   T	   circulantes	   en	   los	   animales	   del	  grupo	   control,	   mientras	   que	   en	   los	   LL	   no	   modificó	   los	   niveles	   de	   FSH	   ni	   de	   T	   y	  disminuyó	  los	  de	  LH	  y	  en	  los	  SL	  no	  modificó	  los	  niveles	  de	  LH	  ni	  de	  T	  y	  disminuyó	  los	  de	  FSH	  (Figura	  47).	  A	   los	   10	   meses	   de	   edad,	   el	   análisis	   por	   ISH	   de	   los	   niveles	   de	   expresión	  hipotalámica	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  núcleo	  ARC	  no	   reveló	  diferencias	   significativas	  entre	   los	   animales	   del	   grupo	   control	   (NL/CD)	   y	   los	   animales	   sobrenutridos	   durante	  todo	  el	  periodo	  de	  estudio	  (SL/HFD).	  Nuestros	  datos	  indican	  que	  esto	  se	  debe	  a	  que	  el	  envejecimiento	   en	   los	   animales	  NL/CD	   redujo	   en	  un	  40%	   los	  niveles	  de	   expresión	  de	  
Kiss1	   en	   el	   ARC,	   mientras	   que	   en	   los	   animales	   SL/HFD	   esta	   reducción	   ya	   se	   había	  




















































producido	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad	  y	  el	  envejecimiento	  no	  produjo	  un	  descenso	  adicional	  (Figuras	  45A	  y	  B).	  
Figura	  47.	  Niveles	  séricos	  de	  LH,	  FSH	  y	  T	  (ng/mL)	  en	  ratas	  macho	  de	  10	  meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  
subnutrición	   (LL),	   normonutrición	   (NL)	   o	   sobrenutrición	   (SL)	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	  
destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  valores	  medios	  de	  ratas	  macho	  de	  4	  
meses	   de	   edad	   NL	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   CD,	   se	  
encuentran	  representados	  en	  los	  paneles	  como	  líneas	  discontinuas.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  
la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   8	   determinaciones	   independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	  
diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	  
múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  Por	  último,	  exploramos	  la	  funcionalidad	  del	  eje	  gonadotropo	  en	  estos	  modelos	  animales	   de	   10	   meses	   de	   edad	   mediante	   el	   análisis	   de	   la	   respuesta	   de	   LH	   a	   la	  administración	   icv	  de	  Kp-­‐10	  y	  a	   la	  administración	   ip	  de	  GnRH.	  Nuestros	  datos	   indican	  que	   tanto	   la	   administración	   de	   Kp-­‐10	   como	   de	   GnRH	   se	   siguió	   de	   un	   incremento	  significativo	   de	   la	   liberación	   de	   LH	   que	   no	   se	   vio	   influenciado	   por	   el	   régimen	   de	  alimentación	  durante	  la	  lactancia	  (Figura	  48).	  Por	  el	  contrario,	  la	  alimentación	  con	  una	  HFD	   tras	   el	   destete	   redujo	   muy	   significativamente	   la	   respuesta	   de	   LH	   a	   la	  administración	  de	  Kp-­‐10	  y	  GnRH	  en	  los	  animales	  normonutridos	  y	  subnutridos	  durante	  la	   lactancia	   (NL/HFD	  y	  LL/HFD,	   respectivamente)	  y	   la	  de	  LH	  a	  Kp-­‐10	  en	   los	  animales	  sobrenutridos	  durante	  la	  lactancia	  (SL/HFD)	  (Figura	  48).	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Figura	   48.	   Panel	   A:	   Niveles	   séricos	   de	   LH	   (ng/mL),	   antes	   y	   15,	   60	   y	   120	   min	   después	   de	   la	  
administración	  central	  de	  Kp-­‐10	  (50	  pmol/rata),	  en	  ratas	  macho	  de	  10	  meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  
subnutrición	   (LL),	   normonutrición	   (NL)	   o	   sobrenutrición	   (SL)	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	  
destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Panel	  B:	  Niveles	  integrados	  de	  LH	  (área	  
bajo	  la	  curva;	  AUC	  )	  a	  lo	  largo	  del	  periodo	  de	  estudio.	  Panel	  C:	  Niveles	  integrados	  de	  LH	  (AUC)	  tras	  
la	   administración	   ip	   de	   GnRH	   (1	   μg/rata)	   en	   los	   distintos	  modelos	   experimentales.	   Los	   datos	   se	  
representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  8	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  
diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  *,	  P	  ≤	  0.05	  y	  **	  P	  ≤	  0.01	  vs	  grupo	  control	  
alimentado	  con	  una	  CD.	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  
4.3.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	   LA	  
MANIPULACIÓN	  DE	  LA	  INGESTA	  POSTNATAL	  Y	  DEL	  DÉFICIT	  DE	  
ESTRÓGENOS	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  	  En	   nuestros	   estudios	   también	   valoramos	   en	   ratas	   hembra	   el	   impacto	   de	   la	  modificación	  de	  la	  disponibilidad	  de	  recursos	  energéticos	  durante	  el	  desarrollo	  sobre	  la	  función	  metabólica	  y	  gonadotrópica	  en	  la	  edad	  adulta.	  En	  este	  caso,	  debido	  a	  su	  mayor	  valor	   traslacional,	   nos	   centramos	   en	   el	   análisis	   de	   las	   consecuencias	   de	   la	  sobrenutrición	   durante	   la	   lactancia	   y/o	   del	   consumo	   de	   una	   HFD	   tras	   el	   destete.	  Complementariamente,	  mediante	  el	  modelo	  de	  rata	  ovariectomizada	  (OVX)	  en	   la	  edad	  adulta,	   analizamos	   en	   los	   diferentes	   grupos	   experimentales	   el	   impacto	   sobre	   estas	  funciones	  del	  déficit	  de	  estrógenos	  propio	  de	  la	  menopausia.	  	  






























































































4.3.1.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	   LA	  
MANIPULACIÓN	  NUTRICIONAL	  POSTNATAL	  EN	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  	  
ANÁLISIS	  METABÓLICO	  A	  LOS	  4	  MESES:	  	  En	   primer	   lugar,	   estudiamos	   la	   progresión	   del	   peso	   corporal	   durante	   los	  primeros	   4	   meses	   de	   vida	   en	   ratas	   hembra	   sometidas	   a	   los	   distintos	   estímulos	  obesogénicos.	  Los	  resultados	  muestran	  que	  la	  sobrenutrición	  restringida	  al	  periodo	  de	  lactancia	   (SL/CD)	  produjo	  un	   incremento	  del	  peso	  corporal	  que	  ya	   fue	  evidente	  antes	  del	   destete	   y	   que	   se	   mantuvo	   hasta	   el	   día	   120	   pn	   (Figura	   49).	   Por	   su	   parte,	   la	  alimentación	   con	   una	   HFD	   tras	   el	   destete	   indujo	   un	   aumento	   significativo	   del	   peso	  corporal	  en	   los	  animales	  NL	  y	  SL	  a	  partir	  del	  día	  60	  pn.	  Al	   igual	  que	  en	  el	  caso	  de	   los	  machos,	   en	   las	   hembras	   observamos	   un	   efecto	   sumatorio	   entre	   los	   dos	   estímulos	  obesogénicos,	   de	  manera	   que	   las	   hembras	   SL/HFD	  mostraron	   el	  mayor	   aumento	   del	  peso	  corporal	  (Figura	  49).	  
	  
Figura	  49.	  Evolución	  del	  peso	  corporal	  (g)	  durante	  los	  4	  primeros	  meses	  de	  vida	  en	  ratas	  hembra	  
sometidas	  a	  normonutrición	  (NL)	  o	  sobrenutrición	  (SL)	  postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  
una	   dieta	   control	   (CD)	   o	   alta	   en	   grasas	   (HFD).	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	  
estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	   múltiple	   Student-­‐
Newman-­‐Keuls.	  	  	   El	  siguiente	  paso	  fue	  analizar	  el	  peso	  corporal	  y	  otros	  índices	  metabólicos	  a	  los	  4	   meses	   de	   edad.	   Los	   resultados	   mostraron	   que,	   en	   relación	   a	   los	   animales	  normonutridos	  durante	  todo	  el	  periodo	  de	  estudio	  (NL/CD),	  los	  animales	  sobrenutridos	  durante	  el	  periodo	  de	  lactancia	  (SL/CD)	  presentaron	  un	  aumento	  significativo	  del	  peso	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corporal	  que	  no	   se	  acompañó	  de	  modificaciones	  en	   la	   ingesta	  diaria	  de	  Kcal	  ni	  de	   los	  niveles	   circulantes	   de	   leptina,	   insulina	   o	   glucosa	   (Figura	   50).	   En	   los	   animales	   NL,	   la	  alimentación	   con	   una	   HFD	   desde	   el	   destete	   solo	   produjo	   un	   incremento	   del	   peso	  corporal,	  mientras	  que	  en	  los	  animales	  SL,	  además	  del	  incremento	  de	  peso	  corporal,	  el	  consumo	  de	  esta	  dieta	  indujo	  un	  incremento	  significativo	  de	  la	  ingesta	  diaria	  de	  Kcal	  y	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  y	  glucosa	  (Figura	  50).	  
	  
	  
Figura	  50.	  Peso	  corporal	  (g),	  ingesta	  diaria	  de	  energía	  (Kcal/rata/día),	  niveles	  séricos	  de	  leptina	  e	  
insulina	   (ng/mL)	   y	   glucosa	   (mg/dL)	   en	   ratas	   hembra	   de	   4	   meses	   de	   edad	   sometidas	   a	  
normonutrición	   (NL)	  o	   sobrenutrición	   (SL)	  postnatal	  y	  alimentadas	   tras	  el	  destete	   con	  una	  dieta	  
control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  8	  
determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	   letras	   son	  estadísticamente	  
diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  
	  La	  realización	  del	  OGTT	  en	  los	  diferentes	  grupos	  experimentales	  evidenció	  que	  la	  SL	  no	   indujo	  alteraciones	  en	   la	   tolerancia	  a	   la	  glucosa,	  sin	  embargo,	   la	  alimentación	  con	  una	  HFD	  desde	  el	  destete	  provocó	  una	  marcada	  intolerancia	  a	  la	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa	  tanto	  en	  los	  animales	  NL	  como	  en	  los	  SL	  que	  se	  vio	  reflejada	  por	  un	  aumento	  del	  15%	  en	   la	  masa	   circulante	  de	   glucosa	   (AUC)	  que	   se	  produjo	   en	   ambos	   grupos	   tras	   la	  administración	  de	  la	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa	  (Figura	  51).	  	  	  




















































































	  Figura	   51.	  Niveles	  séricos	  de	  glucosa	  (mg/dL),	  antes	  y	  20	  y	  60	  min	  después	  de	  la	  administración	  
oral	  de	  glucosa	  (1	  g/Kg),	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  normonutrición	  (NL)	  o	  
sobrenutrición	   (SL)	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	  una	  dieta	   control	   (CD)	   o	   alta	   en	  
grasas	   (HFD).	   En	   el	   panel	   inferior,	   se	   muestran	   los	   niveles	   integrados	   de	   glucosa	   (área	   bajo	   la	  
curva;	  AUC	  )	  a	  lo	  largo	  del	  periodo	  de	  estudio.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  8	  
determinaciones	  independientes	  por	  grupo	  en	  los	  diferentes	  grupos	  experimentales.	  Los	  grupos	  con	  
diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  *,	  P	  ≤	  0.05	  y	  **	  P	  ≤	  0.01	  vs	  grupo	  control	  
alimentado	  con	  una	  CD.	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	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niveles	   séricos	   de	   estradiol.	   A	   pesar	   de	   que	   de	   manera	   aislada	   la	   SL	   y	   la	   HFD,	   no	  modificaron	  significativamente	  los	  niveles	  circulantes	  de	  FSH,	  la	  combinación	  de	  ambos	  estímulos	   obesogénicos	   consiguió	   incrementar	   sus	   niveles	   basales	   de	   manera	  significativa	  (Figura	  52A).	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Tabla	   5.	  Peso	  de	  ovarios	  y	  útero	   (mg)	  en	  ratas	  hembra	  adultas	  de	  4	  meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  
normonutrición	   (NL)	  o	   sobrenutrición	   (SL)	  postnatal	  y	  alimentadas	   tras	  el	  destete	   con	  una	  dieta	  
control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  al	  menos	  8	  










	   Peso	  ovarios	  (mg)	  
Peso	  útero	  
(mg)	  
NL/CD	   54.4±8	   321.4±18	  
NL/HFD	   57±3	   283.5±16	  
SL/CD	   43.4±1	   295.2±16	  
SL/HFD	   47.2	  ±5	   353±18	  
Resultados	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Figura	  52.	  Panel	  A:	  Niveles	  séricos	  de	  LH	  y	  FSH	  (ng/mL)	  y	  estradiol	  (pg/mL)	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  
meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  normonutrición	  (NL)	  o	  sobrenutrición	  (SL)	  postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  
el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (CD)	   o	   alta	   en	   grasas	   (HFD).	   Panel	   B:	   Niveles	   séricos	   de	   LH	  
(ng/mL),	   en	   los	   diferentes	   grupos	   experimentales,	   antes	   y	   15,	   60	   y	   120	   min	   después	   de	   la	  
administración	  central	  de	  Kp-­‐10	  (50	  pmol/rata)	  y	  secreción	  integrada	  de	  LH	  (área	  bajo	  la	  curva;	  
AUC)	  tras	  la	  administración	  de	  este	  péptido.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  al	  
menos	   8	   determinaciones	   independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	  
estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  *,	  P	  ≤	  0.05	  y	  **	  P	  ≤	  0.01	  vs	  grupo	  control	  alimentado	  con	  una	  
CD.	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  Para	  finalizar	  con	  la	  caracterización	  del	  sistema	  Kiss1,	  en	  los	  animales	  NL/CD	  y	  SL/HFD	  valoramos,	  mediante	  ISH,	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  y	  el	  AVPV.	  Los	  resultados	  obtenidos	  muestran	  que,	  en	  relación	  a	  los	  animales	  del	  grupo	  control,	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad,	  los	  animales	  obesos	  presentan	  una	  disminución	  del	  65%	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  (Figura	  53)	  y	  un	  incremento	  del	  55%	  en	  el	  AVPV	  (Figura	  54).	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Figura	   53.	  Niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  la	  región	  anterior	  del	  núcleo	  ARC	  en	  ratas	  
hembra	   de	   4	   y	   10	  meses	   de	   edad	   normonutridas	   durante	   todo	   el	   periodo	   de	   estudio	   (NL/CD)	   o	  
sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	  
grasas	   (SL/HFD).	   En	   el	   panel	   A,	   se	   incluyen	   fotomicrografías	   representativas	   de	   los	   diferentes	  
grupos	   analizados	   mediante	   ISH.	   El	   panel	   B,	   muestra	   los	   datos	   cuantitativos	   de	   los	   niveles	   de	  
ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  en	  los	  distintos	  grupos	  experimentales.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  
media	  ±	  SEM	  de	  5	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  
estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	   múltiple	   Student-­‐
Newman-­‐Keuls.	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Figura	  54.	  Niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  AVPV	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  y	  10	  meses	  de	  
edad	   normonutridas	   durante	   todo	   el	   periodo	   de	   estudio	   (NL/CD)	   o	   sobrenutridas	   durante	   el	  
periodo	  postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  alta	  en	  grasas	  (SL/HFD).	  En	  el	  panel	  
A,	   se	   incluyen	  fotomicrografías	  representativas	  de	   los	  diferentes	  grupos	  analizados	  mediante	  ISH.	  
El	  panel	   B,	   muestra	   los	   datos	   cuantitativos	   de	   los	   niveles	   de	   ARNm	   de	   Kiss1	   en	   el	   AVPV	   en	   los	  
distintos	   grupos	   experimentales.	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de	   5	  
determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  Los	  grupos	  con	  diferentes	   letras	   son	  estadísticamente	  
diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	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ANÁLISIS	  METABÓLICO	  A	  LOS	  10	  MESES:	  	  En	  el	  caso	  de	  las	  hembras,	  también	  analizamos	  el	  impacto	  a	  largo	  plazo	  sobre	  la	   función	   metabólica	   y	   gonadotrópica	   de	   nuestras	   manipulaciones	   nutricionales	  obesogénicas.	  Para	  ello,	  un	   subgrupo	  de	   ratas	  hembra	  de	   cada	  grupo	  experimental	   se	  siguió	  hasta	   los	  10	  meses	  de	  edad	  (300	  días),	  momento	  en	  el	  que	   fueron	  sacrificadas.	  Nuestros	  resultados	  muestran	  que,	  las	  hembras	  NL	  alimentadas	  con	  una	  CD	  o	  una	  HFD	  y	  las	  SL	  alimentadas	  con	  una	  CD	  incrementaron	  en	  un	  15%	  su	  peso	  corporal	  en	  relación	  al	   que	   tenían	   6	   meses	   antes,	   mientras	   que	   las	   SL	   alimentadas	   con	   una	   HFD	   lo	  incrementaron	   significativamente	   más	   (Figura	   55).	   Nuestros	   resultados	   	   también	  muestran	  que	  los	  niveles	  circulates	  de	  leptina	  no	  se	  vieron	  influenciados	  por	  la	  edad	  ni	  por	   el	   régimen	  de	   alimentación	  durante	   la	   lactancia,	   sin	   embargo,	   el	   consumo	  de	  una	  HFD	   desde	   el	   destete	   provocó	   un	   aumento	   de	   sus	   niveles	   circulantes,	  independientemente	  del	  patrón	  de	  ingesta	  postnatal	  temprano	  (Figura	  55).	  
	  
Figura	  55.	  Peso	  corporal	  (g)	  y	  niveles	  séricos	  de	  leptina	  (ng/mL)	  en	  ratas	  hembra	  de	  10	  meses	  de	  
edad	   sometidas	   a	   normonutrición	   (NL)	   o	   sobrenutrición	   (SL)	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	  
destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  valores	  medios	  de	  ratas	  hembra	  de	  4	  
meses	   de	   edad	   NL	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   con	   una	   CD	   tras	   el	   destete,	   se	  
encuentran	  representados	  en	  los	  paneles	  como	  líneas	  discontinuas.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  
la	   media	   ±	   SEM	   de,	   al	   menos,	   8	   determinaciones	   independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	  
diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	  
múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  
ANÁLISIS	  DE	  LA	  FUNCIÓN	  GONADOTRÓPICA	  A	  LOS	  10	  MESES:	  	  Los	   datos	   obtenidos	   indican	   que,	   en	   relación	   a	   los	   animales	   de	   4	   meses	   de	  edad,	  las	  hembras	  presentan	  a	  los	  10	  meses	  un	  mayor	  número	  de	  ciclos	  irregulares,	  que	  en	   el	   caso	   del	   grupo	   control	   (NL/CD)	   afecta	   al	   15%	   de	   los	   animales	   (datos	   no	  































mostrados),	  una	  reducción	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  LH	  y	  estradiol	  y	  un	  descenso	  del	  peso	   de	   útero,	   sin	   embargo,	   no	   se	   observaron	   alteraciones	   en	   el	   peso	   de	   los	   ovarios	  (Figura	   56A	   y	   tablas	   5	   vs	   6).	   Estas	   alteraciones	   fueron	  mayores	   en	   los	   animales	   SL	  alimentados	  con	  una	  HFD	  (Figura	  56),	  de	  tal	  forma	  que	  en	  ellos	  se	  encontró	  el	  mayor	  número	  de	  ciclos	  irregulares	  (26%,	  datos	  no	  mostrados),	  los	  niveles	  más	  bajos	  de	  LH	  y	  estradiol	  y	  el	  menor	  peso	  de	  útero,	  sin	  que	  se	  afectara	  el	  peso	  de	  los	  ovarios.	  Los	  niveles	  circulantes	  de	  FSH,	  no	  se	  vieron	  afectados	  por	  la	  edad	  ni	  por	  ninguno	  de	  los	  estímulos	  obesogénicos	  (Figura	  56A).	  	  
Figura	  56.	  Panel	  A:	  Niveles	  séricos	  de	  LH	  y	  FSH	  (ng/mL)	  y	  estradiol	  (pg/mL)	  en	  ratas	  hembra	  de	  
10	  meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  normonutrición	  (NL)	  o	  sobrenutrición	  (SL)	  	  postnatal	  y	  alimentadas	  tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (CD)	   o	   alta	   en	   grasas	   (HFD).	   Los	   valores	  medios	   de	   ratas	  
hembra	   de	   4	  meses	   de	   edad	   NL	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   con	   una	   CD	   tras	   el	  
destete,	   se	   encuentran	   representados	   en	   los	   paneles	   como	   líneas	   discontinuas.	   Panel	   B:	   Niveles	  
séricos	  de	  LH	  (ng/mL),	  en	  los	  diferentes	  grupos	  experimentales,	  antes	  y	  15,	  60	  y	  120	  min	  después	  de	  
la	  administración	  central	  de	  Kp-­‐10	  (50	  pmol/rata)	  y	  secreción	  integrada	  de	  LH	  (área	  bajo	  la	  curva;	  
AUC)	  tras	  la	  administración	  de	  este	  péptido.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  
menos,	   8	   determinaciones	   independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	  
estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	   múltiple	   Student-­‐
Newman-­‐Keuls.	  	  A	  continuación,	  procedimos	  a	  la	  caracterización	  del	  sistema	  Kiss1,	  empezando	  por	  el	  análisis	  de	  la	  respuesta	  secretora	  de	  LH	  tras	  la	  administración	  central	  de	  Kp-­‐10.	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Los	  resultados	  muestran	  que	   la	  SL	  no	   indujo	  cambios	  en	   la	  respuesta	  secretora	  de	  LH	  tras	  la	  administración	  del	  péptido.	  En	  contraste,	  la	  HFD	  redujo	  la	  respuesta	  de	  LH	  a	  Kp-­‐10	  en	  un	  37%	  en	  las	  hembras	  NL	  y	  en	  un	  26%	  en	  las	  SL,	  aunque	  en	  este	  último	  caso	  la	  diferencia	  no	  resultó	  estadísticamente	  significativa	  (Figura	  56B).	  	  
	  	   	  	  	  	  
Tabla	   6.	   Peso	   de	   ovarios	   y	   útero	   (mg)	   en	   hembras	   adultas	   de	   10	   meses	   de	   edad	   sometidas	   a	  
normonutrición	   (NL)	  o	   sobrenutrición	   (SL)	  postnatal	  y	  alimentadas	   tras	  el	  destete	   con	  una	  dieta	  
control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  al	  menos	  8	  
determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  	  	  Para	   concluir	   el	   estudio	   del	   sistema	   Kiss1	   en	   estos	   animales,	   también	  analizamos,	  mediante	  ISH,	  la	  expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  y	  el	  AVPV.	  Los	  resultados	   obtenidos,	   demuestran	   que	   las	   hembras	   control	   (NL/CD)	   de	   10	  meses	   de	  edad	  presentaban	  niveles	  de	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  similares	  a	  los	  que	  mostraban	  a	  los	   4	   meses	   de	   edad.	   Además,	   observamos	   que	   la	   combinación	   de	   la	   SL	   con	   la	   HFD	  provocó	  una	  disminución	  del	  25%	  en	  los	  niveles	  de	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  respecto	  a	  su	   control	   de	   10	   meses	   de	   edad,	   aunque	   las	   diferencias	   no	   fueron	   estadísticamente	  significativas	  (Figura	  53).	  En	  referencia	  al	  AVPV,	   las	  hembras	  control	  de	  10	  meses	  de	  edad	  mostraron	  un	  incremento	  del	  50%	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  respecto	  a	  sus	  niveles	  a	   los	  4	  meses	  de	  edad,	  aunque	  esta	  diferencia	  no	  resultó	  estadísticamente	  significativa.	   Así	   mismo,	   en	   este	   núcleo	   tampoco	   se	   detectaron	   alteraciones	  significativas	  inducidas	  por	  la	  obesidad	  a	  los	  10	  meses	  de	  edad	  (Figura	  54).	  	  	  	  	  	  	  	  
	   Peso	  ovarios	  (mg)	  
Peso	  útero	  
(mg)	  
NL/CD	   56.8±6	   214±18	  
NL/HFD	   56.4±2	   194±12	  
SL/CD	   47.7±5	   220±5	  
SL/HFD	   61.4±7	   183±9	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4.3.2.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DEL	   DÉFICIT	   DE	  
ESTRÓGENOS	   Y	   DE	   LA	   MANIPULACIÓN	   DE	   LA	   INGESTA	   POSTNATAL	   EN	  
RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  	  Para	  analizar	  el	  impacto	  del	  déficit	  de	  estrógenos	  sobre	  la	  función	  metabólica	  y	  gonadotrópica	  en	   la	  edad	  adulta	  y	  su	  posible	  efecto	  sumatorio	  con	  las	  manipulaciones	  nutricionales	   obesogénicas,	   la	  mitad	  de	   las	   ratas	  hembra	  de	   cada	   grupo	  experimental	  descritas	  en	  el	  apartado	  anterior	  fueron	  sometidas	  a	  una	  OVX	  bilateral	  a	  los	  3	  meses	  de	  edad	  (día	  90	  pn)	  y	  sacrificadas	  30	  días	  más	  tarde	  (día	  120	  pn).	  	  	  
ANÁLISIS	  METABÓLICO:	  	  El	   análisis	   de	   la	   progresión	   del	   peso	   corporal	   a	   lo	   largo	   del	   experimento	  mostró	  que,	  en	  los	  animales	  NL,	  la	  OVX	  produjo	  inicialmente	  una	  reducción	  transitoria	  del	  peso	  corporal	  que	  no	  se	  produjo	  en	  los	  animales	  SL	  (Figura	  57).	  Posteriormente,	  el	  déficit	   de	   estrógenos	   incrementó	   significativamente	   el	   peso	   corporal	   en	   todos	   los	  grupos	  experimentales	  (Figuras	  57	  y	  58),	  evidenciándose	  este	  efecto	  10	  días	  antes	  en	  los	  animales	  más	  obesos	  (SL/HFD)	  (Figura	  57),	  aunque	  nuestros	  resultados	  muestran	  un	   menor	   impacto	   relativo	   del	   déficit	   de	   estrógenos	   sobre	   el	   incremento	   del	   peso	  corporal	  en	  los	  animales	  que	  ya	  presentaban	  sobrepeso	  antes	  de	  la	  OVX	  (15%	  vs	  22%	  en	  los	  controles)	  (Figuras	  57	  y	  58).	  En	  todos	  los	  grupos	  experimentales,	  el	  incremento	  del	  peso	  corporal	  se	  acompañó	  de	  un	  incremento	  de	  la	  ingesta	  calórica,	  aunque	  éste	  fue	  de	  mayor	  magnitud	  en	  el	  caso	  de	  las	  hembras	  NL	  y	  SL	  alimentadas	  con	  una	  CD	  (Figura	  
58).	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  Figura	   57.	   Evolución	   del	   peso	   corporal	   (g)	   durante	   el	   primer	  mes	   que	   sigue	   a	   la	   ovariectomía	  
(OVX)	  en	  ratas	  hembra	  de	  3	  meses	  de	  vida	  sometidas	  a	  normonutrición	  (NL)	  o	  sobrenutrición	  (SL)	  
postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD).	  Los	  datos	  
se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  al	  menos	  8	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  Los	  
grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  
rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  
Figura	   58.	   Peso	   corporal	   (g)	   e	   ingesta	   diaria	   de	   energía	   (Kcal/rata/día)	   en	   ratas	   hembra	   de	   4	  
meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  normonutrición	  (NL)	  o	  sobrenutrición	  (SL)	  postnatal,	  alimentadas	  tras	  
el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD)	  y	  ovariectomizadas	  o	  no	  un	  mes	  antes.	  
Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  al	  menos	  8	  determinaciones	  independientes	  por	  
grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   *,	   P	   ≤	   0.05	   vs	  
valores	   de	   las	   hembras	   intactas.	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	  múltiple	   Student-­‐Newman-­‐
Keuls.	   	  

































































































Nuestros	   resultados	   muestran	   que	   la	   ausencia	   de	   secreciones	   ováricas	   no	  modificó	   significativamente	   los	   niveles	   séricos	   de	   glucosa	   en	   ninguno	   de	   los	   grupos	  experimentales	  (Figura	  59	  panel	   inferior),	  pero	   indujo	  un	  incremento	  significativo	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  e	  insulina	  en	  las	  hembras	  NL	  y	  SL	  alimentadas	  con	  una	  CD,	   que	   no	   se	   produjo	   si	   los	   animales	   estaban	   alimentados	   con	   una	  HFD	   (Figura	   59	  paneles	  superiores).	  
	  
Figura	   59.	  Niveles	  séricos	  de	  leptina	  e	  insulina	  (ng/mL)	  y	  glucosa	  (mg/dL)	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  
meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  normonutrición	  (NL)	  o	  sobrenutrición	  (SL)	  postnatal,	  alimentadas	  tras	  
el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD)	  y	  ovariectomizadas	  o	  no	  un	  mes	  antes.	  
Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  al	  menos	  8	  determinaciones	  independientes	  por	  
grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   *,	   P	   ≤	   0.05	   vs	  
valores	   de	   las	   hembras	   intactas.	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	  múltiple	   Student-­‐Newman-­‐
Keuls.	   	  Adicionalmente,	   nuestros	   resultados	   indican	   que,	   tras	   la	   sobrecarga	   oral	   de	  glucosa,	  en	  todos	  los	  grupos	  experimentales	  se	  produjo	  una	  significativa	  hiperglucemia	  que	  se	  mantuvo,	  al	  menos,	  durante	  1	  hora	  (Figura	  60).	  La	  eliminación	  de	  secreciones	  ováricas	   agravó	   significativamente	   la	   hiperglucemia	   en	   todos	   los	   grupos	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experimentales,	  a	  excepción	  del	  grupo	  de	  animales	  normonutridos	  durante	  el	  periodo	  postnatal	  y	  alimentados	  con	  una	  HFD	  tras	  el	  destete	  (NL/HFD)	  (Figura	  60).	  	  
	  
Figura	   60.	  Niveles	  séricos	  de	  glucosa	  (mg/dL),	  antes	  y	  20	  y	  60	  min	  después	  de	  la	  administración	  
oral	  de	  glucosa	  (1	  g/Kg)	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  normonutrición	  (NL)	  o	  
sobrenutrición	   (SL)	   postnatal,	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (CD)	   o	   alta	   en	  
grasas	   (HFD)	  y	  ovariectomizadas	  o	  no	  un	  mes	  antes.	  En	  el	  panel	   inferior,	   se	  muestran	   los	  niveles	  
integrados	  de	  glucosa	  (área	  bajo	  la	  curva;	  AUC	  )	  a	  lo	  largo	  del	  periodo	  de	  estudio	  en	  los	  diferentes	  
grupos	   experimentales.	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de	   8	   determinaciones	  
independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	  
0.05;	   *,	  P	  ≤	  0.05	  vs	  valores	  de	   las	  hembras	   intactas.	  ANOVA	  seguido	  de	  un	   test	  de	  rango	  múltiple	  
Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  


























































































ANÁLISIS	  DE	  LA	  FUNCIÓN	  GONADOTRÓPICA:	  	  Los	   datos	   obtenidos	   muestran	   que,	   en	   todos	   los	   grupos	   experimentales,	   la	  pérdida	  de	  secreciones	  ováricas	  incrementó	  muy	  significativamente	  los	  niveles	  séricos	  de	  LH	  y	  FSH	   (Figura	   61	   paneles	   superiores)	   y	  que	   la	   respuesta	   gonadotrópica	   a	   este	  déficit	   no	   se	   vio	   modificada	   por	   la	   sobrenutrición	   ya	   sea	   esta	   limitada	   al	   periodo	  neonatal	  o	  iniciada	  durante	  el	  periodo	  juvenil	  (Figura	  61	  paneles	  superiores).	  	  Nuestros	   resultados	   también	   indican	  que	   la	  ausencia	  de	  secreciones	  ováricas	  incrementó	   muy	   significativamente	   la	   expresión	   hipotalámica	   de	   Kiss1	   en	   todos	   los	  grupos	  experimentales,	  sin	  embargo	  este	  incremento	  se	  vio	  significativamente	  reducido	  en	  los	  animales	  normonutridos	  durante	  el	  periodo	  neonatal	  y	  alimentados	  con	  una	  HFD	  tras	  el	  destete	  (NL/HFD)	  (Figura	  61	  panel	  inferior).	  
Figura	  61.	  Niveles	  séricos	  de	  LH	  y	  FSH	  (ng/mL)	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  meses	  de	  edad	  sometidas	  a	  
normonutrición	   (NL)	   o	   sobrenutrición	   (SL)	   postnatal,	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	  
control	  (CD)	  o	  alta	  en	  grasas	  (HFD)	  y	  ovariectomizadas	  o	  no	  un	  mes	  antes.	  En	  el	  panel	  inferior,	  se	  
representa	   la	   expresión	   hipotalámica	   de	   Kiss1	   en	   fragmentos	   hipotalámicos	   completos	   en	   los	  
diferentes	   grupos	   experimentales.	   Los	   valores	   medios	   de	   las	   hembras	   control	   intactas	   se	  
encuentran	  representados	  como	  líneas	  discontinuas.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  
de	  8	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo	  en	  el	  caso	  de	  las	  determinaciones	  hormonales	  y	  de	  
5	   en	   el	   caso	   de	   los	   datos	   de	   expresión.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	  
diferentes,	  P	  ≤	  0.05.	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	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En	  hembras	  intactas,	  el	  análisis	  específico	  de	  la	  expresión	  de	  Kiss1	  por	  ISH	  en	  diferentes	   núcleos	   hipotalámicos	   indicó	   que	   la	   sobrenutrición	   desde	   el	   nacimiento	  disminuyó	   significativamente	   la	   expresión	   de	   Kiss1	   en	   el	   ARC	   y	   la	   incrementó	   en	   el	  AVPV	  (Figuras	  62	  y	  63).	  La	  pérdida	  de	  secreciones	  ováricas	  incrementó	  la	  expresión	  de	  
Kiss1	   en	   el	   ARC	   y	   la	   disminuyó	   en	   el	   AVPV	   con	   independencia	   de	   que	   los	   animales	  fueran	  o	  no	  obesos	  (Figuras	  62	  y	  63).	  	  
Figura	   62.	  Niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  la	  región	  anterior	  del	  núcleo	  ARC	  en	  ratas	  
hembra	   de	   4	   meses	   de	   edad	   intactas	   u	   ovariectomizadas	   (OVX)	   un	   mes	   antes	   y	   normonutridas	  
durante	   todo	   el	   periodo	   de	   estudio	   (NL/CD)	   o	   sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	  
alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	   grasas	   (SL/HFD).	   En	   el	   panel	   A,	   se	   incluyen	  
fotomicrografías	   representativas	   de	   los	   diferentes	   grupos	   analizados	   mediante	   ISH.	   El	   panel	   B,	  
muestra	  los	  datos	  cuantitativos	  de	  los	  niveles	  de	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  en	  los	  distintos	  grupos	  
experimentales.	   Los	   datos	   se	   representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de	   5	   determinaciones	  
independientes	   por	   grupo.	   	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	  
0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  






































Figura	  63.	  Niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  AVPV	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  meses	  de	  edad	  
intactas	   u	   ovariectomizadas	   (OVX)	   un	   mes	   antes	   y	   normonutridas	   durante	   todo	   el	   periodo	   de	  
estudio	  (NL/CD)	  o	  sobrenutridas	  durante	  el	  periodo	  postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  
dieta	  alta	  en	  grasas	  (SL/HFD).	  En	  el	  panel	  A,	   se	   incluyen	  fotomicrografías	  representativas	  de	   los	  
diferentes	   grupos	   analizados	   mediante	   ISH.	   El	   panel	   B,	   muestra	   los	   datos	   cuantitativos	   de	   los	  
niveles	   de	   ARNm	   de	   Kiss1	   en	   el	   AVPV	   en	   los	   distintos	   grupos	   experimentales.	   Los	   datos	   se	  
representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  5	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  	  Los	  grupos	  con	  
diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	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4.4.	   IMPACTO	  METABÓLICO	  Y	  GONADOTRÓPICO	  EN	  LA	  EDAD	  
ADULTA	   DE	   LA	   MANIPULACIÓN	   DEL	   AMBIENTE	   ESTEROIDEO	  
NEONATAL	  Y	  DE	  LA	  INGESTA	  POSTNATAL	  	  	  En	   este	   último	   bloque	   de	   experimentos	   nos	   propusimos	   evaluar,	   en	   la	   edad	  adulta,	  el	  impacto,	  sobre	  la	  función	  metabólica	  y	  gonadotrópica,	  de	  la	  manipulación	  del	  ambiente	   esteroideo	   durante	   el	   periodo	   de	   diferenciación	   sexual	   hipotalámica	   y	  complementariamente,	  valorar	  a	  esta	  edad	  el	  posible	  efecto	  sumatorio	  de	  la	  alteración	  de	  la	  diferenciación	  sexual	  hipotalámica	  y	  la	  manipulación	  de	  la	  ingesta	  postnatal	  sobre	  estas	  mismas	   funciones.	  Para	  simplificar	  el	  estudio,	  decidimos	  restringir	  el	  análisis	  en	  ambos	  sexos	  a	  los	  grupos	  control	  (NL/CD)	  y	  obeso	  (SL/HFD).	  	  




Figura	  64.	  Peso	  corporal	  (g)	  e	  ingesta	  diaria	  (Kcal/rata/día)	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad	  en	  ratas	  macho	  
tratadas	   s.c.	   el	   primer	   y	   segundo	   día	   de	   vida	   con	   vehículo	   (VEH)	   o	   flutamida	   (FLU;	   50mg/kg)	   y	  
ratas	  hembra	   tratadas	   s.c.	   el	  primer	  día	  de	  vida	  con	  VEH	  o	  propionato	  de	   testosterona	   (PT;	  1,25	  
mg/rata).	   En	   ambos	   sexos,	   las	   ratas	   fueron	   normonutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	  
alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (NL/CD)	   o	   sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	  
postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	   grasas	   (SL/HFD).	   Los	   datos	   se	  
representan	  como	   la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  8	  determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  En	  
ambos	  paneles,	  se	  han	  utilizado	  diferentes	  escalas	  en	  los	  ejes	  entre	  machos	  y	  hembras.	  Los	  grupos	  
con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  
múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  Nuestros	  resultados	  también	  muestran	  que	  el	  bloqueo	  neonatal	  de	  andrógenos	  en	   machos	   y	   su	   incremento	   en	   hembras	   produjo,	   en	   la	   edad	   adulta,	   un	   aumento	  significativo	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina,	  insulina	  y	  glucosa	  en	  los	  animales	  del	  grupo	  control	  (Figura	  65).	  Además,	  el	  bloqueo	  neonatal	  de	  los	  andrógenos	  en	  machos	  redujo	  la	  hiperinsulinemia	  y	  la	  hiperglucemia	  que	  presentaban	  los	  animales	  obesos	  y	  su	  incremento	   neonatal	   en	   hembras	   empeoró	   la	   hiperleptinemia	   y	   aumentó	   muy	  significativamente	   los	   niveles	   circulantes	   de	   insulina	   encontrados	   en	   las	   hembras	  obesas	  (Figura	  65).	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Figura	   65.	  Niveles	  séricos	  de	  leptina	  e	  insulina	  (ng/mL)	  y	  glucosa	  (mg/dL)	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad	  
en	  ratas	  macho	  tratadas	  s.c.	  el	  primer	  y	  segundo	  día	  de	  vida	  con	  vehículo	  (VEH)	  o	  flutamida	  (FLU;	  
50mg/kg)	  y	  ratas	  hembra	  tratadas	  s.c.	  el	  primer	  día	  de	  vida	  con	  VEH	  o	  propionato	  de	  testosterona	  
(PT;	  1,25	  mg/rata).	  En	  ambos	  sexos,	  las	  ratas	  fueron	  normonutridas	  durante	  el	  periodo	  postnatal	  y	  
alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (NL/CD)	   o	   sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	  
postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	   grasas	   (SL/HFD).	   Los	   datos	   se	  
representan	   como	   la	   media	   ±	   SEM	   de	   8	   determinaciones	   independientes	   por	   grupo.	   En	   ambos	  
paneles,	   se	   han	   utilizado	   diferentes	   escalas	   en	   los	   ejes	   entre	  machos	   y	   hembras.	   Los	   grupos	   con	  
diferentes	   letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	  
múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  	  En	  todos	  los	  grupos	  experimentales,	  la	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa	  produjo	  una	  hiperglucemia	   que	   se	   mantuvo,	   al	   menos,	   durante	   1	   hora.	   En	   machos,	   el	   bloqueo	  neonatal	   de	   andrógenos	   no	   modificó	   la	   respuesta	   de	   los	   animales	   controles	   a	   la	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa,	  pero	  disminuyó	  esta	  respuesta	  en	  las	  ratas	  obesas	  (Figura	  
66).	   Por	   el	   contrario,	   en	   las	   hembras,	   la	   androgenización	   neonatal	   incrementó	   la	  respuesta	  a	  la	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa	  en	  los	  animales	  controles	  (aumento	  del	  37%),	  un	   efecto	   que	   se	   vio	   potenciado	   en	   los	   animales	   obesos	   (55%	   respecto	   al	   control)	  (Figura	  66).	  	  



































































































Figura	  66.	  Niveles	  séricos	  de	  glucosa	  (mg/dL)	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad,	  antes	  y	  20	  y	  60	  min	  después	  
de	  la	  administración	  oral	  de	  glucosa	  (1	  g/Kg)	  en	  ratas	  macho	  tratadas	  s.c.	  el	  primer	  y	  segundo	  día	  
de	  vida	  con	  vehículo	  (VEH)	  o	  flutamida	  (FLU;	  50mg/kg)	  y	  ratas	  hembra	  tratadas	  s.c.	  el	  primer	  día	  
de	  vida	  con	  VEH	  o	  propionato	  de	  testosterona	  (PT;	  1,25	  mg/rata).	  En	  ambos	  sexos,	  las	  ratas	  fueron	  
normonutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	  
(NL/CD)	  o	  sobrenutridas	  durante	  el	  periodo	  postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  
alta	  en	  grasas	  (SL/HFD).	  En	  el	  panel	  inferior,	  se	  muestran	  los	  niveles	  integrados	  de	  glucosa	  (área	  
bajo	  la	  curva;	  AUC	  )	  a	  lo	  largo	  del	  periodo	  de	  estudio	  en	  los	  diferentes	  grupos	  experimentales.	  Los	  
datos	   se	   representan	   como	   la	  media	   ±	   SEM	  de	   8	   determinaciones	   independientes	   por	   grupo.	   Los	  
grupos	  con	  diferentes	   letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  *,	  P	  ≤	  0.05	  y	  **	  P	  ≤	  0.01	  vs	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ANÁLISIS	  DE	  LA	  FUNCIÓN	  GONADOTRÓPICA:	  	  En	   una	   segunda	   aproximación,	   analizamos	   en	   estos	   modelos	   animales	   el	  impacto	  de	  la	  manipulación	  del	  ambiente	  esteroideo	  neonatal	  y	  de	  la	  ingesta	  postnatal	  sobre	  la	  función	  gonadotrópica	  en	  la	  edad	  adulta.	  	  Nuestros	   resultados	   indican	   que,	   tanto	   en	   los	   machos	   control	   como	   en	   los	  obesos,	  el	  bloqueo	  neonatal	  de	  andrógenos	  cursó	  en	  la	  edad	  adulta	  sin	  modificaciones	  significativas	  del	  peso	  de	  testículos	  (datos	  no	  mostrados)	  ni	  de	  los	  niveles	  de	  FSH	  y	  con	  un	  aumento	  significativo	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  LH	  (Figura	  67).	  Por	  el	  contrario,	  tanto	  en	  hembras	   control	   como	  obesas,	   el	   exceso	  neonatal	  de	  andrógenos	   cursó	  en	   la	  edad	   adulta	   sin	   modificaciones	   significativas	   del	   peso	   de	   útero,	   con	   un	   descenso	  significativo	  del	  peso	  ovárico	  (Tabla	  7)	  y	  de	  los	  niveles	  basales	  de	  LH	  y,	  en	  el	  caso	  de	  las	  hembras	   control,	   con	   un	   incremento	   de	   los	   de	   FSH	   (Figura	   67).	   Además,	   todos	   los	  animales	  androgenizados	  presentaron	  una	  cuadro	  anovulatorio	  (datos	  no	  mostrados)	  y,	  por	  tanto,	  eran	  infértiles.	  	  	  
Figura	  67.	  Niveles	  séricos	  de	  LH	  y	  FSH	  (ng/mL)	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad	  en	  ratas	  macho	  tratadas	  s.c.	  
el	  primer	  y	   segundo	  día	  de	  vida	  con	  vehículo	   (VEH)	  o	   flutamida	  (FLU;	  50mg/kg)	  y	   ratas	  hembra	  
tratadas	   s.c.	   el	   primer	  día	  de	   vida	   con	  VEH	  o	  propionato	  de	   testosterona	   (PT;	  1,25	  mg/rata).	  En	  
ambos	   sexos,	   las	   ratas	   fueron	   normonutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	  
destete	  con	  una	  dieta	  control	  (NL/CD)	  o	  sobrenutridas	  durante	  el	  periodo	  postnatal	  y	  alimentadas	  
tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  alta	  en	  grasas	  (SL/HFD).	  Los	  datos	  se	  representan	  como	   la	  media	  ±	  
SEM	  de,	  al	  menos,	  8	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  En	  ambos	  paneles,	  se	  han	  utilizado	  
diferentes	   escalas	   en	   los	   ejes	   entre	   machos	   y	   hembras.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	  
estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	   múltiple	   Student-­‐
Newman-­‐Keuls.	  	  	  	  	  	  























































	  	  	  	  	  	  
Tabla	   7.	   Pesos	   de	   ovarios	   y	   útero	   (mg)	   a	   los	   4	  meses	   de	   edad	   en	   ratas	   hembra	   tratadas	   s.c.	   el	  
primer	   día	   de	   vida	   con	   VEH	   o	   propionato	   de	   testosterona	   (PT;	   1,25	   mg/rata)	   y	   normonutridas	  
durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (NL/CD)	   o	  
sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	  
grasas	  (SL/HFD).	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  8	  determinaciones	  
independientes	  por	  grupo.	  *,	  P	  ≤	  0.05	  vs	  grupo	  control	  (VEH/NL/CD);	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  
rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  Además,	  los	  datos	  muestran	  que,	  en	  machos,	  el	  déficit	  neonatal	  de	  andrógenos	  no	  indujo	  cambios	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  T	  en	  la	  edad	  adulta,	  de	  manera	  que	  sólo	  observamos	  la	  caída	  provocada	  por	  la	  obesidad	  (Figura	  68).	  En	  el	  caso	  de	  las	  hembras	  control	   ,	   el	  exceso	  neonatal	  de	  andrógenos	   indujo	  una	  disminución	  no	  significativa	  de	  los	   niveles	   circulantes	   de	   estradiol,	   mientras	   que	   las	   hembras	   obesas	   no	   mostraron	  alteraciones	  adicionales	  inducidas	  por	  la	  androgenización	  neonatal	  (Figura	  68).	  	  
Figura	  68.	  Niveles	  séricos	  de	  T	  (ng/mL)	  y	  estradiol	  (pg/mL)	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad	  en	  ratas	  macho	  
tratadas	   s.c.	   el	   primer	   y	   segundo	   día	   de	   vida	   con	   vehículo	   (VEH)	   o	   flutamida	   (FLU;	   50mg/kg)	   y	  
ratas	  hembra	   tratadas	   s.c.	   el	  primer	  día	  de	  vida	  con	  VEH	  o	  propionato	  de	   testosterona	   (PT;	  1,25	  
mg/rata).	   En	   ambos	   sexos,	   las	   ratas	   fueron	   normonutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	  
alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (NL/CD)	   o	   sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	  
postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	   grasas	   (SL/HFD).	   Los	   datos	   se	  
representan	  como	   la	  media	  ±	  SEM	  de,	  al	  menos,	  8	  determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	  En	  
ambos	  paneles,	  se	  han	  utilizado	  diferentes	  escalas	  en	  los	  ejes	  entre	  machos	  y	  hembras.	  Los	  grupos	  
con	  diferentes	  letras	  son	  estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  
múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  
	   Peso	  ovarios	  (mg)	  
Peso	  útero	  
(mg)	  
VEH/NL/CD	   54.4±8	   321.4±18	  
VEH/SL/HFD	   47.2	  ±5	   353±18	  
PT/NL/CD	   34±3*	   341±18	  
PT/SL/HFD	   31±4*	   348±15	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4.4.1.	   IMPACTO	   DEL	   EXCESO	   NEONATAL	   DE	   ANDRÓGENOS	   Y	   LA	  
OBESIDAD	   SOBRE	   EL	   SISTEMA	   KISS1	   Y	   LA	   RUTA	   INTRACELULAR	   DE	   LA	  
INSULINA	  EN	  EL	  OVARIO	  DE	  RATAS	  HEMBRA	  ADULTAS	  	  Como	  se	  ha	  mostrado	  en	  el	   apartado	  anterior,	   la	  magnitud	  del	   impacto	  de	   la	  alteración	   del	   ambiente	   esteroideo	   neonatal	   sobre	   la	   función	   metabólica	   y	  gonadotrópica	  en	  la	  edad	  adulta	  resultó	  ser	  mayor	  en	  las	  hembras	  que	  en	  los	  machos.	  Por	  ello,	  en	  las	  ratas	  hembra	  androgenizadas,	  decidimos	  caracterizar	  el	  sistema	  Kiss1	  y	  realizar	   en	   el	   ovario	   estudios	   de	   expresión	   de	   genes	   implicados	   en	   la	   ruta	   de	  señalización	  metabólica	  de	  la	  insulina.	  	  	  
ANÁLISIS	  DEL	  SISTEMA	  KISS1	  	  El	  primer	  paso	  en	  la	  caracterización	  del	  sistema	  Kiss1	  fue	  estudiar	  la	  respuesta	  de	   LH	   a	   la	   administración	   central	   de	   kp-­‐10	   tanto	   en	   las	   hembras	   control	   como	  androgenizadas	   sometidas	   o	   no	   a	   sobrenutrición	   tras	   el	   nacimiento.	   Nuestros	  resultados	  indican	  que,	  en	  todos	  los	  grupos	  experimentales,	  se	  produjo	  un	  incremento	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  LH	  15	  min	  después	  de	  la	  administración	  de	  kp-­‐10	  (Figura	  




























Figura	   69.	  Niveles	  séricos	  de	  LH	  (ng/mL)	  antes	  y	  15,	  60	  y	  120	  min	  después	  de	   la	  administración	  
central	  de	  Kp-­‐10	  (50	  pmol/rata)	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  meses	  de	  edad	  tratadas	  s.c.	  el	  primer	  día	  de	  
vida	  con	  VEH	  o	  propionato	  de	  testosterona	  (PT;	  1,25	  mg/rata)	  y	  normonutridas	  durante	  el	  periodo	  
postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (NL/CD)	  o	  sobrenutridas	  durante	  el	  
periodo	  postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  alta	  en	  grasas	  (SL/HFD).	  En	  el	  panel	  
inferior,	  se	  muestran	  los	  niveles	  integrados	  de	  LH	  (área	  bajo	  la	  curva;	  AUC	  )	  a	  lo	  largo	  del	  periodo	  
de	  estudio	  en	  los	  diferentes	  grupos	  experimentales.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  SEM	  
de	   8	   determinaciones	   independientes	   por	   grupo.	   Los	   grupos	   con	   diferentes	   letras	   son	  
estadísticamente	  diferentes,	  P	  ≤	  0.05;	  *,	  P	  ≤	  0.05	  y	  **	  P	  ≤	  0.01	  vs	  grupo	  control	  alimentado	  con	  una	  
CD.	  ANOVA	  seguido	  de	  un	  test	  de	  rango	  múltiple	  Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  Continuando	   con	   el	   estudio	   del	   sistema	   Kiss1,	   analizamos	  mediante	   ISH,	   los	  niveles	   de	   expresión	   del	   ARNm	   de	   Kiss1	   en	   el	   ARC	   y	   el	   AVPV.	   Nuestros	   resultados	  indican	  que	  la	  androgenización	  neonatal	  disminuyó	  muy	  significativamente	  los	  niveles	  de	   expresión	  de	  Kiss1	   en	   ambos	  núcleos	  hipotalámicos	   (reducción	  del	  50%)	   (Figuras	  
70	  y	  71).	  En	  los	  animales	  tratados	  neonatalmente	  con	  vehículo,	  la	  obesidad	  disminuyó	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  y	  los	  incrementó	  en	  el	  AVPV	  y	  fue	  inefectiva	  para	  modificar	  el	  efecto	  de	  la	  androgenización	  neonatal	  (Figuras	  70	  y	  71).	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Figura	  70.	  Niveles	  de	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  la	  región	  anterior	  del	  ARC	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  meses	  de	  
edad	  tratadas	  s.c.	  el	  primer	  día	  de	  vida	  con	  VEH	  o	  propionato	  de	  testosterona	  (PT;	  1,25	  mg/rata)	  y	  
normonutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	  
(NL/CD)	  o	  sobrenutridas	  durante	  el	  periodo	  postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  
alta	   en	   grasas	   (SL/HFD).	   En	   el	   panel	   A,	   se	   incluyen	   fotomicrografías	   representativas	   de	   los	  
diferentes	   grupos	   analizados	   mediante	   ISH.	   El	   panel	   B,	   muestra	   los	   datos	   cuantitativos	   de	   los	  
niveles	  de	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	  en	  los	  distintos	  grupos	  experimentales.	  Los	  datos	  se	  representan	  
como	  la	  media	  ±	  SEM	  de	  5	  determinaciones	   independientes	  por	  grupo.	   	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  
letras	   son	   estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	   múltiple	  
Student-­‐Newman-­‐Keuls.	  	  






































Figura	  71.	  Niveles	  de	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  AVPV	  en	  ratas	  hembra	  de	  4	  meses	  de	  edad	  tratadas	  s.c.	  
el	  primer	  día	  de	  vida	  con	  VEH	  o	  propionato	  de	  testosterona	  (PT;	  1,25	  mg/rata)	  y	  normonutridas	  
durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   control	   (NL/CD)	   o	  
sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	   postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	  
grasas	   (SL/HFD).	   En	   el	   panel	   A,	   se	   incluyen	   fotomicrografías	   representativas	   de	   los	   diferentes	  
grupos	   analizados	   mediante	   ISH.	   El	   panel	   B,	   muestra	   los	   datos	   cuantitativos	   de	   los	   niveles	   de	  
ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  AVPV	  en	  los	  distintos	  grupos	  experimentales.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  
media	  ±	  SEM	  de	  5	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  	  Los	  grupos	  con	  diferentes	  letras	  son	  
estadísticamente	   diferentes,	   P	   ≤	   0.05;	   ANOVA	   seguido	   de	   un	   test	   de	   rango	   múltiple	   Student-­‐
Newman-­‐Keuls.	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Figura	  72.	  En	  el	  Panel	  A,	  se	  muestra	  un	  esquema	  simplificado	  de	  la	  ruta	  intracelular	  metabólica	  
de	   la	   insulina	  donde	   se	  destacan	   las	  diferentes	  proteínas	  analizadas	  mediante	  RT-­‐PCR	  en	   tiempo	  
real	  y/o	  western	  blot.	  En	  el	  Panel	  B,	  se	  representan	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  del	  receptor	  
de	   insulina	   (IR)	   y	   los	   sustratos	   del	   receptor	   de	   insulina	   1	   y	   2	   (IRS-­‐1	   e	   IRS-­‐2)	   en	   ovario	   de	   ratas	  
hembra	  de	   4	  meses	   de	   edad	   tratadas	   s.c.	   el	   día	   1	   pn	   con	  Veh,	   normonutridas	   durante	   el	   periodo	  
postnatal	  y	  alimentadas	  tras	  el	  destete	  con	  una	  dieta	  control	  (NL/CD/Veh)	  y	  en	  ratas	  tratadas	  s.c.	  
el	  día	  1	  pn	  con	  propionato	  de	   testosterona	   (PT;	  1,25	  mg/rata),	   sobrenutridas	  durante	  el	  periodo	  
postnatal	   y	   alimentadas	   tras	   el	   destete	   con	   una	   dieta	   alta	   en	   grasas	   (SL/HFD/PT).	   El	  Panel	   C,	  
muestra	   los	  niveles	  de	  expresión,	  analizados	  por	  western	  blot,	  y	   los	  datos	  cuantitativos	  del	   IRS-­‐1,	  
IRS-­‐1-­‐P	  (Ser-­‐302),	  Akt,	  Akt-­‐P	  (Ser-­‐473),	  S6	  y	  S6-­‐P	  (Ser-­‐235/236)	  en	  muestras	  de	  ovario	  procedentes	  
de	  los	  mismos	  modelos	  animales	  descritos	  anteriormente.	  Los	  datos	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  
SEM	  de	  5	  determinaciones	  independientes	  por	  grupo.	  *,	  P	  ≤	  0.05;	  **,	  P	  ≤	  0.01;	  ***,	  P	  ≤	  0.001	  vs	  grupo	  
control	  (NL/CD/Veh),	  test	  t-­‐Student.	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  5.	  DISCUSIÓN	  	  	   La	   obesidad	   es	   la	   enfermedad	   metabólica	   más	   frecuente	   en	   los	   países	  desarrollados,	   estando	   asociada	   a	   la	   aparición	   de	   otras	   patologías,	   entre	   las	   que	  podemos	   destacar	   la	   resistencia	   a	   insulina,	   la	   hipertensión,	   las	   dislipemias,	   las	  enfermedades	  cardiovasculares	  o	  el	  deterioro	  de	  la	  función	  reproductora.	  El	  desarrollo	  de	  la	  obesidad	  va	  a	  depender	  tanto	  de	  factores	  genéticos	  como	  ambientales.	  De	  entre	  los	  distintos	   factores	   ambientales	   que	   condicionan	   el	   desarrollo	   de	   esta	   enfermedad	   hay	  que	   destacar	   la	   importancia	   del	   tipo	   de	   dieta	   consumida	   y	   del	   estilo	   de	   vida.	  Actualmente,	  está	  ampliamente	  aceptado	  que	   la	  combinación	  de	  un	  consumo	  excesivo	  de	   nutrientes	   con	   un	   estilo	   de	   vida	   sedentario	   es	   la	   principal	   causa	   del	   aumento	   de	  obesidad	   que	   se	   ha	   observado	   en	   las	   últimas	   décadas.	   Adicionalmente	   a	   esta	   causa	  mayor,	   en	   los	   últimos	   años	   se	   ha	   descrito	   que	   las	   condiciones	   nutricionales	   y/u	  hormonales	   durante	   etapas	   tempranas	   del	   desarrollo	   (prenatal	   o	   postnatal)	   podrían	  contribuir	   a	   la	   aparición	   de	   alteraciones	   metabólicas	   y/o	   reproductoras	   en	   etapas	  posteriores	   de	   la	   vida.	   Entre	   los	   factores	   hormonales	   que	   pueden	   condicionar	   estas	  alteraciones,	  los	  esteroides	  	  sexuales	  tienen	  un	  papel	  destacado.	  Aunque	  algunos	  de	  los	  efectos	  provocados	  por	  estos	  insultos	  metabólicos/hormonales	  sobre	  el	  desarrollo	  de	  la	  obesidad	  han	  sido	  previamente	  analizados	  en	  otros	  trabajos,	  no	  se	  ha	  prestado	  especial	  atención	   a	   caracterizar	   una	   posible	   contribución	   diferencial	   de	   estos	   factores	   al	  desarrollo	  de	  la	  obesidad	  y	  de	  las	  alteraciones	  reproductoras	  frecuentemente	  asociadas,	  ni	  se	  han	  valorado	  suficientemente	  las	  posibles	  diferencias	  entre	  sexos	  del	   impacto	  de	  los	  mismos.	  En	  este	  contexto,	  el	  presente	  trabajo	  de	  tesis	  doctoral	   tuvo	  como	  objetivo	  fundamental	   la	   caracterización,	   en	   ratas	   macho	   y	   hembra,	   del	   fenotipo	   metabólico	   y	  reproductor	  de	  varios	  modelos	  generados	  mediante	  la	  exposición	  aislada	  o	  combinada	  a	  diversas	  manipulaciones	  nutricionales	  aplicadas	  en	  diferentes	  fases	  del	  desarrollo.	  	  	  
5.1.	   IMPACTO	   DE	   DIVERSAS	   MANIPULACIONES	  
NUTRICIONALES	  SOBRE	  LA	  PUBERTAD	  	  En	   una	   primera	   aproximación,	   analizamos	   el	   impacto	   de	   la	   manipulación	  nutricional	   temprana	   sobre	   varios	   índices	   reproductores	   y	   metabólicos	   en	   pubertad.	  Para	   ello,	   simulamos	   condiciones	   de	   subnutrición	   gestacional,	   postnatal	   y	   juvenil,	   o	  sobrenutrición	  postnatal,	  acopladas	  al	  consumo	  de	  una	  CD	  o	  una	  HFD	  tras	  el	  destete,	  y	  analizamos	   su	   impacto	   sobre	   diversos	   marcadores	   metabólicos	   y	   reproductores.	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Aunque	  algunos	  de	  los	  efectos	  de	  estas	  manipulaciones	  nutricionales	  sobre	  la	  puesta	  en	  marcha	   de	   la	   función	   reproductora	   han	   sido	   analizados	   previamente	   de	   manera	  fragmentaria	   en	   otros	   trabajos,	   nuestro	   estudio	   proporciona	   un	   análisis	   integral,	   en	  ambos	   sexos,	  del	   impacto	   sobre	   la	  maduración	  puberal	   de	  estos	   insultos	  metabólicos,	  aplicados	  de	  manera	  aislada	  o	  combinada.	  	  La	   sobrenutrición	   postnatal	   (SL),	   manipulación	   nutricional	   normalmente	  empleada	  para	   inducir	   sobrepeso	  desde	   etapas	   tempranas	   del	   desarrollo,	   provocó	   un	  impacto	   sexualmente	   dimórfico	   en	   la	   edad	  de	   llegada	   a	   la	   pubertad.	   Así,	  mientras	   las	  ratas	   macho	   sobrenutridas	   durante	   el	   periodo	   de	   lactancia	   mostraron	   una	   SBP	  marcadamente	   adelantada	   (índice	   SBP50	   3	   días	   adelantado	   con	   respecto	   al	   grupo	  control),	  esta	  manipulación	  nutricional	  no	  indujo	  alteraciones	  notables	  en	  la	  aparición	  de	  AV	  en	  las	  hembras.	  Esta	  última	  observación	  difiere	  parcialmente	  de	  los	  datos	  previos	  en	   la	   literatura	   (142,	   282).	   De	   hecho,	   en	   un	   estudio	   publicado	   recientemente	   por	  nuestro	  grupo	  donde	  comparamos	  la	  edad	  de	  aparición	  de	  la	  AV	  entre	  los	  grupos	  SL	  y	  NL	  encontramos	  que	  la	  sobrenutrición	  postnatal	  provocó	  un	  adelanto	  de	  la	  llegada	  a	  la	  pubertad	  de	  aproximadamente	  2	  días	   (142).	  Al	   contrastar	  este	  estudio	  previo	   con	   los	  datos	  actuales,	  observamos	  que	  la	  edad	  media	  de	  AV	  entre	  los	  grupos	  sobrealimentados	  durante	  la	  lactancia	  fue	  similar	  entre	  estudios	  (día	  32	  pn).	  Sin	  embargo,	  al	  comparar	  la	  edad	   de	   AV	   entre	   los	   grupos	   control	   detectamos	   que	   en	   el	   estudio	   actual	   hay	   un	  adelanto	   de	   la	   pubertad	   de	   aproximadamente	   2	   días	   respecto	   del	   estudio	   previo	   del	  grupo	  (142).	  La	  principal	  diferencia	  entre	  ambos	  estudios	  radica	  en	  que	  en	  el	  presente	  trabajo	  los	  grupos	  control	  fueron	  alimentados	  con	  una	  CD	  (dieta	  control	  de	  la	  HFD)	  con	  un	  porcentaje	  de	  grasa	  del	  10%,	  mientras	  que	  en	  el	  estudio	  anterior	   se	  usó	  una	  dieta	  chow	  estándar	  con	  un	  porcentaje	  de	  grasa	  del	  3%.	  Esta	  observación	  hace	  énfasis	  en	  el	  impacto	  que	   ejerce	   el	   contenido	   graso	  o	   calórico	  de	   la	   dieta	   sobre	   la	   aparición	  de	   los	  signos	   externos	   de	   llegada	   a	   la	   pubertad	   en	   las	   hembras,	   lo	   que	   podría	   explicar	   las	  diferencias	  observadas	  entre	  ambos	  estudios.	  	  En	  concordancia	  con	  lo	  anterior,	  en	  el	  presente	  trabajo	  la	  HFD	  avanzó	  la	  edad	  de	  AV	   en	   las	   hembras.	   Además,	   la	   combinación	   entre	   la	   sobrenutrición	  postnatal	   y	   el	  consumo	   de	   HFD	   tras	   el	   destete	   provocó	   un	   mayor	   adelanto	   de	   la	   pubertad.	   Estos	  resultados	  guardan	  relación	  con	  estudios	  recientes	  que	  han	  demostrado	  el	  impacto	  del	  consumo	  de	  una	  dieta	  alta	  en	  grasa	  o	  hipercalórica	  durante	  la	  transición	  puberal	  sobre	  la	  edad	  de	  llegada	  de	  la	  pubertad	  en	  ratas	  y	  primates	  hembra	  (325,	  326).	  De	  hecho,	  el	  estudio	  anterior	  desarrollado	  en	  ratas	  documentó	  un	  llamativo	  adelanto	  en	  la	  aparición	  de	   la	   AV	   de	   5-­‐6	   días	   en	   los	   animales	   alimentados	   con	   una	   HFD	   (contenido	   graso	   del	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45%)	  (326).	  Es	  importante	  señalar	  que	  dicho	  estudio	  fue	  realizado	  en	  ratas	  de	  la	  cepa	  Sprague	  Dawley,	  que	  parecen	  ser	  más	  sensibles	  a	  la	  ganancia	  de	  peso	  corporal	  inducida	  por	  una	  HFD	  que	  las	  ratas	  Wistar	  (Garrido,	  Tena-­‐Sempere	  &	  Dieguez,	  observaciones	  sin	  
publicar),	  que	  fue	  la	  cepa	  utilizada	  en	  nuestros	  estudios.	  En	  contraste	  con	  las	  hembras,	  la	   llegada	  a	   la	  pubertad	  en	   los	  machos	  no	  se	  vio	  afectada	  por	  el	  consumo	  de	  una	  HFD	  tras	   el	   destete.	   Además,	   en	   machos,	   el	   adelanto	   en	   la	   edad	   media	   de	   SBP	   y	   SBP50	  inducido	   por	   la	   sobrenutrición	   postnatal	   no	   se	   vio	   acelerado	   por	   el	   consumo	   de	   una	  HFD.	   Nuestros	  datos	  también	  muestran	  que	  en	  los	  machos	  la	  subnutrición	  durante	  el	  periodo	  de	   lactancia	   (LL)	  provocó	  un	  marcado	   retraso	  en	   la	   edad	  media	  de	   la	   SBP,	  independientemente	   del	   contenido	   graso	   de	   la	   dieta	   consumida.	   En	   el	   caso	   de	   las	  hembras,	   se	   observó	   una	   respuesta	   parcialmente	   discordante	   con	   respecto	   a	   los	  machos,	   ya	   que	   la	   subnutrición	   postnatal	   retrasó	   la	   llegada	   a	   la	   pubertad,	   pero	   el	  consumo	   de	   una	   HFD	   revirtió	   (al	   menos	   parcialmente)	   este	   retraso.	   Además,	   las	  hembras	  subnutridas	  durante	  el	  periodo	  de	  lactancia	  mostraron	  un	  retraso	  puberal	  de	  menor	   magnitud	   (aproximadamente	   la	   mitad)	   respecto	   al	   observado	   en	   los	   machos	  sometidos	  a	  esta	  misma	  manipulación,	  lo	  que	  sugiere,	  de	  nuevo,	  una	  mayor	  sensibilidad	  de	  los	  machos	  a	  la	  manipulación	  nutricional	  durante	  el	  periodo	  de	  lactancia.	  En	  contraposición	  a	  los	  efectos	  de	  la	  manipulación	  nutricional	  postnatal	  sobre	  la	  edad	  de	  llegada	  a	  la	  pubertad,	   la	  subnutrición	  durante	  el	  periodo	  peripuberal	  (SUB)	  afectó	   en	   mayor	   medida	   a	   las	   hembras.	   Así,	   a	   pesar	   de	   que	   la	   SUB	   provocó	   una	  reducción	   similar	  del	  peso	   corporal	   tanto	  en	  machos	   como	  en	  hembras,	   estas	  últimas	  mostraron	  un	  retraso	  considerable	  de	  la	  AV	  (mayor	  de	  4	  días),	  mientras	  que	  los	  machos	  alcanzaron	  la	  SBP	  exactamente	  a	  la	  misma	  edad	  que	  los	  machos	  control	  (NL/CD).	  Estos	  resultados	   apoyan	   el	   hecho	   de	   que	   la	   pubertad	   en	   las	   ratas	  macho	   parece	   ser	  menos	  sensible	  a	   la	  condiciones	  nutricionales	  presentes	  durante	  el	  periodo	  peripuberal,	  pero	  más	   vulnerable	   a	   la	   influencia	   de	   insultos	   metabólicos	   durante	   periodos	   críticos	   del	  desarrollo	  postnatal	  temprano.	  En	  las	  ratas	  hembras	  se	  observó	  una	  respuesta	  opuesta,	  de	  manera	   que	   en	   estos	   animales	   la	   pubertad	   parece	  más	   sensible	   a	   las	   condiciones	  nutricionales	  presentes	  durante	  el	  periodo	  peripuberal.	  Es	  interesante	  destacar	  que	  existe	  una	  clara	  divergencia	  entre	  las	  alteraciones	  en	  la	  edad	  de	  llegada	  a	  la	  pubertad	  y	  el	  peso	  corporal	  actual	  en	  el	  día	  de	  la	  AV	  o	  SBP.	  Así,	  en	  las	  ratas	  hembra,	  aunque	  la	  sobrenutrición	  durante	  la	  lactancia	  no	  modificó	  la	  edad	  de	   llegada	  a	   la	  pubertad,	   los	  animales	  SL	  mostraron	  un	  aumento	  significativo	  del	  peso	  corporal	   el	   día	   de	   la	  AV.	   Es	  más,	   éstos	   presentaron	  un	   aumento	   integral	   de	   todos	   los	  
Discusión	  	  
	   154	  
marcadores	  hormonales	  analizados	  en	  el	  momento	  de	  la	  AV	  (LH,	  FSH,	  leptina	  e	  insulina)	  sugiriendo	  un	  cierto	  grado	  de	  resistencia,	  de	   tal	   forma	  que	   las	  hembras	  SL	  parecerían	  requerir	  unos	  niveles	  hormonales	  más	  elevados	  para	  alcanzar	  la	  pubertad.	  De	  la	  misma	  forma,	  los	  machos	  SL	  mostraron	  un	  mayor	  peso	  corporal	  el	  día	  que	  alcanzaron	  la	  SBP,	  aunque	   en	   este	   caso	   presentaron	   un	  marcado	   adelanto	   de	   la	   pubertad.	   Por	   su	   parte,	  aunque	   la	   subnutrición	   postnatal	   y/o	   la	   subnutrición	   peripuberal	   provocaron	   un	  retraso	  en	  la	  llegada	  a	  la	  pubertad,	  los	  animales	  mostraron	  un	  peso	  más	  bajo	  el	  día	  de	  la	  AV.	   En	   su	   conjunto,	   estas	   observaciones	   sugieren	   cambios	   adaptativos	   en	   el	   nivel	  umbral	  de	  reservas	  energéticas	  requeridas	  para	  alcanzar	  la	  pubertad.	  	  Dichos	   cambios	   adaptativos	   podrían	   limitar	   el	   impacto	   de	   las	   alteraciones	  extremas	  de	  peso	  corporal	  sobre	   la	  edad	  de	   llegada	  a	   la	  pubertad.	  De	   lo	  contrario,	   los	  machos	   sobrealimentados	   durante	   la	   lactancia	   hubieran	   alcanzado	   la	   pubertad	   de	  manera	  mucho	  más	  precoz	  (sobre	  el	  día	  36	  pn;	  edad	  en	  la	  que	  alcanzaron	  el	  mismo	  peso	  corporal	   que	   los	   controles	   el	   día	   de	   la	   SBP),	   mientras	   que	   las	   hembras	   subnutridas	  durante	  el	  periodo	  peripuberal	  no	  hubieran	  alcanzado	   la	  AV	  antes	  del	  día	  40	  pn.	  Esta	  modificación	  del	  umbral	  permisivo	  de	  peso	  corporal	  permitiría	  la	  maduración	  puberal	  incluso	  en	  condiciones	  metabólicas	  subóptimas.	  Hay	  que	  destacar	  que,	  a	  diferencia	  de	  la	  sobrenutrición	  postnatal,	  el	  consumo	  de	  una	  HFD	  durante	  la	  transición	  puberal	  provocó	  una	   reducción	   del	   peso	   corporal	   el	   día	   de	   la	   AV	   en	   las	   hembras.	   Esta	   observación	  refuerza	  la	  idea	  de	  que	  el	  aumento	  de	  la	  ingesta	  de	  grasas/calorías	  favorece	  el	  adelanto	  de	  la	  pubertad	  en	  las	  hembras,	  efecto	  que	  también	  se	  ha	  descrito	  en	  estudios	  realizados	  en	  humanos	  y	  primates	   (325,	  327).	  En	   los	  machos,	   la	  HFD	   tendió	  a	  disminuir	   el	  peso	  corporal	  mínimo	  requerido	  para	  alcanzar	   la	  SBP,	  pero	  sólo	  en	   los	  animales	  LL,	  ya	  que	  los	  grupos	  NL	  y	  SL	  alcanzaron	  la	  SBP	  con	  un	  mayor	  peso	  corporal.	  Las	   manipulaciones	   nutricionales	   durante	   la	   etapa	   prenatal,	   postnatal	  temprana	   o	   juvenil	   también	   provocaron	   alteraciones	   en	   los	   niveles	   circulantes	   de	  gonadotropinas	  en	  el	  momento	  de	  la	  llegada	  a	  la	  pubertad,	  mostrando	  algunas	  de	  ellas	  cambios	   sexualmente	   dimórficos.	   Así,	   la	   sobrealimentación	   durante	   el	   periodo	   de	  lactancia	   incrementó,	  en	  ambos	  sexos,	   los	  niveles	  de	  LH	  en	  el	  momento	  de	   la	  AV/SBP.	  Sin	  embargo,	  este	  efecto	  sólo	  se	  observó	  en	  la	  edad	  adulta	  en	  los	  machos.	  Por	  su	  parte,	  el	  consumo	  de	  una	  HFD	  tras	  el	  destete	  provocó	  una	  disminución	  en	  los	  niveles	  séricos	  de	  LH	  el	  día	  de	   la	  AV	  en	   las	  hembras.	  Esta	   caída	   se	  pudo	  observar,	   en	   la	  edad	  adulta,	  tanto	  en	  las	  hembras	  como	  en	  los	  machos.	  En	  la	  misma	  línea,	  la	  subnutrición	  postnatal	  indujo	   una	   disminución	   en	   los	   niveles	   séricos	   de	   LH,	   pero	   en	   este	   caso	   afectó	  únicamente	  a	   los	  machos,	  en	   los	  que	   la	  HFD	  provocó	  un	  aumento	  de	   la	  concentración	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sérica	   de	   FSH	   el	   día	   de	   la	   SBP	   en	   los	   grupos	   NL,	   SL	   y	   LL.	   Recientemente,	   se	   ha	  demostrado	  en	  primates	  puberales	  que	   las	  dietas	  de	  alto	  contenido	  calórico	  producen	  un	   incremento	   selectivo	   en	   los	   niveles	   circulantes	   de	   FSH	   (325).	   No	   obstante,	   aún	   se	  desconocen	   los	   mecanismos	   responsables	   de	   esta	   regulación	   específica	   en	   estas	  condiciones	   nutricionales.	   Adicionalmente,	   nuestros	   resultados	   revelan	   que	   la	  subnutrición	   peripuberal	   indujo	   una	   disminución	   en	   los	   niveles	   circulantes	   de	   ambas	  gonadotropinas	   el	   día	   de	   la	   AV/SBP	   en	   ambos	   sexos,	   por	   lo	   que	   estos	   animales	  alcanzaron	   la	   pubertad	   incluso	   presentando	   bajos	   niveles	   circulantes	   de	  gonadotropinas;	   observación	   que	   sugiere,	   de	   nuevo,	   la	   presencia	   de	   cambios	  adaptativos	  que	  permiten	  la	  maduración	  puberal	  incluso	  en	  condiciones	  sub-­‐óptimas.	  	  Debido	  a	  que	  en	  nuestro	  estudio	  quisimos	  valorar	  el	  impacto	  a	  largo	  plazo	  de	  algunas	   manipulaciones	   nutricionales	   postnatales,	   no	   fue	   posible	   realizar	   estudios	  mecanísticos	   en	   pubertad	   para	   determinar	   los	   cambios	   inducidos	   por	   dichas	  manipulaciones	   sobre	   los	   centros	   hipotalámicos	   que	   gobiernan	   la	   secreción	   de	  gonadotropinas.	   Sin	   embargo,	   teniendo	   en	   cuenta	   la	   literatura	   previa,	   se	   podría	  especular	   con	   la	   posibilidad	   de	   que	   algunas	   de	   las	   alteraciones	   observadas	   pudieran	  deberse	   a	   cambios	   en	   la	   señalización	  de	   las	   kisspeptinas/NKB,	  normalmente	   afectada	  por	   las	  manipulaciones	  nutricionales	   tempranas,	   la	  HFD	  y	   la	  obesidad	  (142,	  284,	  326,	  328,	  329).	  Dichas	  alteraciones	  irían	  igualmente	  en	  la	  línea	  de	  algunos	  de	  los	  cambios	  de	  expresión	   hipotalámica	   de	   Kiss1	   detectados	   por	   nuestros	   estudios	   en	   modelos	   de	  obesidad	  en	  la	  edad	  adulta.	  Adicionalmente,	  las	  diferentes	  manipulaciones	  nutricionales	  alteraron	  algunos	  de	   los	   parámetros	   metabólicos	   estudiados	   en	   el	   momento	   de	   la	   pubertad.	   Así,	   las	  hembras	  sobrealimentadas	  durante	  la	  lactancia	  mostraron	  altos	  niveles	  de	  leptina	  el	  día	  de	  la	  AV.	  Sin	  embargo,	  los	  machos,	  solo	  presentaron	  un	  incremento	  significativo	  en	  los	  niveles	   de	   esta	   hormona	   tras	   la	   combinación	   de	   la	   sobrenutrición	   postnatal	   y	   el	  consumo	  de	  una	  HFD	  tras	  el	  destete.	  Por	  el	  contrario,	  no	  se	  detectaron	  cambios	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  en	  los	  grupos	  LL	  de	  ambos	  sexos,	  aunque	  en	  el	  caso	  de	  los	  machos	   se	   observó	   una	   tendencia	   descendente,	   sin	   que	   se	   alcanzaran	   diferencias	  estadísticamente	   significativas.	   Es	   especialmente	   llamativo	   que	   la	   HFD	   prácticamente	  no	  provocara	  ningún	  efecto	  sobre	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina	  en	  el	  momento	  de	  la	  pubertad.	  El	  consumo	  de	  esta	  dieta	  desde	  el	  destete	  únicamente	  indujo	  un	  aumento	  de	  los	  niveles	  séricos	  de	   leptina	  en	   los	  machos	  y	  sólo	  al	  combinarse	  con	   la	  SL,	  efecto	  que	  coincide	  con	  la	  incapacidad	  de	  la	  HFD	  de	  aumentar	  el	  peso	  corporal	  el	  día	  de	  la	  llegada	  a	  la	  pubertad,	  que	  solo	  se	  pudo	  observar	  en	  los	  machos	  NL/HFD.	  Probablemente	  debido	  a	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su	  efecto	  saciante,	  la	  HFD	  indujo	  una	  disminución	  del	  peso	  corporal	  en	  los	  animales	  LL	  de	   ambos	   sexos	   en	   el	   día	   que	   alcanzaron	   la	   pubertad,	   aunque	   este	   efecto	   no	   se	   vio	  reflejado	  por	  una	  alteración	  en	  los	  niveles	  séricos	  de	  leptina.	  	  Al	   analizar	   los	   niveles	   de	   insulina	   en	   el	  momento	   de	   la	  AV/SBP,	   en	   las	   ratas	  hembras	  NL,	   SL	  y	  LL	  observamos	  que	   la	  HFD	  provocó	  una	  paradójica	  disminución	  de	  sus	  niveles	  basales,	  efecto	  que	  no	  se	  detectó	  en	  las	  ratas	  macho.	  Aunque	  desconocemos	  la	  razón	  de	  esta	  diferencia	  entre	  ambos	  sexos,	  el	  impacto	  ejercido	  por	  la	  HFD	  sobre	  los	  niveles	   de	   insulina	   en	   la	   pubertad	   podría	   estar	   relacionado	   con	   su	   contenido	   en	  carbohidratos,	  ya	  que	  supone	  la	  mitad	  del	  que	  presenta	  la	  dieta	  control	  (CD;	  D12450B).	  En	  este	  sentido,	  existen	  ejemplos	  en	   la	   literatura	  que	  demuestran	  que	   la	  alimentación	  con	  una	  HFD	  	  baja	  en	  carbohidratos	  produce	  una	  disminución	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	   insulina	   (330,	   331).	   Cabe	   destacar	   que	   los	   animales	   alimentados	   con	   una	   HFD	   no	  solo	   superaron	   el	   peso	   corporal	   de	   los	   animales	   alimentados	   con	   una	   CD	   en	   la	   edad	  adulta,	   sino	   que	   éstos	   también	  mostraron	   una	  mayor	   intolerancia	   a	   la	   glucosa	   tras	   el	  OGTT	  (véase	  apartado	  4.3).	  A	  pesar	  de	  que	  los	  animales	  LL	  de	  ambos	  sexos	  mostraron	  unos	   niveles	   circulantes	   de	   insulina	   similares	   a	   los	   NL	   el	   día	   AV/SBP,	   los	   niveles	   de	  glucosa	   permanecieron	   elevados.	   Hasta	   el	   momento,	   desconocemos	   la	   base	   de	   este	  estado	  hiperglucémico.	  La	   subnutrición	   gestacional	   impactó	   considerablemente	   la	   homeostasis	   de	   la	  glucosa/insulina	   en	   el	   momento	   de	   la	   pubertad,	   observándose	   una	   respuesta	  sexualmente	   dimórfica.	   Así,	   las	   hembras	   UNG	   presentaron	   unos	   niveles	   de	   insulina	  significativamente	   más	   bajos	   y	   unos	   niveles	   de	   glucosa	   normales	   o	   incluso	   algo	   más	  bajos	  que	  las	  control	  el	  día	  de	  la	  AV,	  lo	  que	  indicaría	  un	  estado	  de	  mayor	  sensibilidad	  a	  la	   insulina.	  Por	  el	  contrario,	   los	  machos	  UNG	  mostraron	  niveles	  elevados	  de	  insulina	  y	  una	  concentración	  de	  glucosa	  normal	  (con	  tendencia	  al	  aumento)	  el	  día	  de	  la	  SBP,	  lo	  que	  sugeriría	   un	   estado	   (moderado)	   de	   resistencia	   a	   insulina.	   Hasta	   la	   fecha,	   algunos	  trabajos	   han	  descrito	   que	   existe	   una	   asociación	   entre	   la	   subnutrición	   gestacional	   y	   el	  desarrollo	   de	   resistencia	   a	   la	   insulina	   en	   etapas	   posteriores	   del	   desarrollo	   (332).	   Sin	  embargo,	  este	  efecto	  no	  se	  ha	  caracterizado	  en	  el	  periodo	  puberal,	  aunque	  algún	  trabajo	  ha	   descrito	   cambios	   en	   la	   sensibilidad	   a	   la	   insulina	   durante	   esta	   fase	   del	   desarrollo,	  mostrando	   tendencias	   al	   aumento	  de	   la	   resistencia	   a	   la	   insulina	  durante	   la	   transición	  puberal	  (333).	  Por	  último,	  hay	  que	  destacar	  que	  la	  subnutrición	  gestacional	  no	  provocó	  alteraciones	  importantes	  en	  la	  edad	  de	  puesta	  en	  marcha	  de	  la	  función	  reproductora	  ni	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  LH.	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5.2.	   IMPACTO	   DE	   DIVERSAS	   MANIPULACIONES	  
NUTRICIONALES	   SOBRE	   LA	   FUNCIÓN	   METABÓLICA	   Y	  
GONADOTRÓPICA	  EN	  LA	  EDAD	  ADULTA	  	  	  Además	  de	   alteraciones	  metabólicas,	   se	   ha	  descrito	   que	   la	   obesidad	  produce	  igualmente	   alteraciones	   sobre	   la	   función	   reproductora,	   que	   han	   sido	   mejor	  caracterizadas	  en	  sexo	  femenino,	  pero	  que	  también	  se	  producen	  en	  machos	  (incluido	  el	  hombre).	   Sin	   embargo,	   los	   mecanismos	   subyacentes	   permanecen	   en	   gran	   medida	  desconocidos.	  Del	  mismo	  modo,	  la	  mayoría	  de	  estudios	  publicados	  hasta	  la	  fecha	  no	  han	  aportado	   suficiente	   información	   acerca	   del	   curso	   temporal	   de	   la	   instauración	   de	   los	  déficits	  reproductores	  inducidos	  por	  la	  obesidad	  ni	  de	  la	  influencia	  sobre	  estos	  déficits	  de	   alteraciones	   nutricionales	   aplicadas	   desde	   etapas	   tempranas	   del	   desarrollo.	   Este	  último	   concepto	   es	   relevante	   teniendo	   en	   cuenta	   la	   actual	   preocupación	   por	   los	  orígenes	  tempranos	  de	  enfermedades	  metabólicas	  que	  se	  manifiestan	  en	  la	  edad	  adulta	  (332)	   y	   el	   posible	   papel	   que	   puedan	   desempeñar	   estos	   eventos	   tempranos	   en	   la	  patogénesis	  de	  determinados	  desórdenes	  de	  la	  función	  reproductora,	  como	  el	  síndrome	  de	   ovario	   poliquísico	   (PCOS)	   (334,	   335).	   En	   este	   sentido,	   se	   ha	   descrito	   que	   las	  alteraciones	   nutricionales	   durante	   periodos	   tempranos	   del	   desarrollo	   (prenatal	   y	  postnatal)	  provocan	  modificaciones	  irreversibles	  que	  afectan	  a	  los	  circuitos	  neuronales	  que	   regulan	   la	   homeostasis	   energética	   y	   que	   podrían	   predisponer	   a	   la	   aparición	   de	  respuestas	   inapropiadas	  a	  estímulos	  metabólicos	  en	  etapas	  posteriores	  del	  desarrollo.	  En	  este	  contexto,	  en	  este	  bloque	  de	  la	  Tesis	  nos	  propusimos	  evaluar,	  en	  ratas	  macho	  y	  hembra	   de	   4	   y	   10	   meses	   de	   edad,	   el	   impacto	   metabólico	   y	   reproductor	   de	   la	  manipulación	   nutricional	   postnatal	   y	   de	   la	   alimentación	   con	   una	  HFD	   tras	   el	   destete,	  prestando	   especial	   atención	   al	   posible	   efecto	   sumatorio	   entre	   ambos	   insultos	  obesogénicos.	  	  	  
5.2.1.	   IMPACTO	  SOBRE	  LA	  FUNCIÓN	  METABÓLICA	  Y	  GONADOTRÓPICA	  
EN	  MACHOS	  	  	  Aunque	   las	   interacciones	   entre	   las	   señales	   metabólicas	   y	   la	   función	  reproductora	  han	  sido	  estudiadas	  en	  mayor	  detalle	  en	   las	  hembras,	  se	  sabe	  que	  el	  eje	  reproductor	  masculino	  también	  es	  sensible	  a	  la	  influencia	  de	  hormonas	  que	  señalizan	  la	  disponibilidad	   de	   recursos	   energéticos	   (336-­‐338).	   De	   hecho,	   se	   ha	   descrito	   que	   la	  obesidad	  masculina	   provoca	   diferentes	   grados	   de	   disfunción	   testicular	   y,	   con	   ello,	   de	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infertilidad	   (317,	   339).	   Sin	   embargo,	   la	   mayoría	   de	   los	   estudios	   publicados	   que	   han	  valorado	   el	   impacto	   de	   la	   obesidad	   sobre	   la	   función	   reproductora	   masculina	   son	   de	  naturaleza	   clínica	   y	   se	   han	   centrado	   en	   caracterizar	   su	   repercusión	   sobre	   diferentes	  parámetros	  como	  la	  calidad	  del	  esperma	  o	  los	  niveles	  circulantes	  de	  T,	  mientras	  que	  se	  ha	  prestado	  poca	  atención	  en	  elucidar	  la	  posible	  contribución	  de	  alteraciones	  centrales	  en	  este	  fenómeno.	  No	  obstante,	  un	  estudio	  reciente	  ha	  sugerido	  que	  los	  hombres	  con	  un	  índice	  de	  masa	  corporal	  (BMI)	  superior	  a	  30,	  tienen	  un	  riesgo	  8	  veces	  mayor	  de	  padecer	  hipogonadismo	  hipogonadotropo	  (340),	  lo	  que	  sugiere	  un	  componente	  central	  en	  estas	  alteraciones	  reproductoras	  inducidas	  por	  la	  obesidad.	  Con	  objeto	  de	  contribuir	  a	  la	  caracterización	  del	  impacto	  de	  la	  obesidad	  sobre	  la	   función	  metabólica	   y	   gonadotrópica	   en	   la	   rata	  macho	   adulta,	   en	   nuestros	   estudios	  analizamos	   el	   impacto	   de	   la	   sobrenutrición	   (SL)	   o	   la	   subnutrición	   (LL)	   durante	   la	  lactancia	   y/o	   de	   la	   alimentación	   con	   una	  HFD	   sobre	   diferentes	   índices	  metabólicos	   y	  reproductores	  a	  dos	  edades,	  a	   los	  4	  y	  a	   los	  10	  meses	  de	  edad,	   representativos	  de	  una	  edad	   adulta	   joven	   y	   una	   edad	   adulta	   media	   (inmediatamente	   anterior	   al	   inicio	   del	  envejecimiento	  franco).	  Con	  respecto	  a	  las	  consecuencias	  metabólicas	  a	  los	  4	  meses	  de	  edad,	  los	  insultos	  obesogénicos	  (SL	  y	  HFD)	  provocaron,	  cada	  uno	  de	  ellos	  por	  separado,	  un	   incremento	  persistente	  de	  algunos	   índices	  metabólicos,	   como	  el	  peso	  corporal	  y	   la	  ingesta	   diaria.	   Además,	   observamos	   una	   interacción	   sinérgica	   entre	   ambas	  manipulaciones	   obesogénicas	   que	   causó	   un	   empeoramiento	   adicional	   en	   parámetros	  metabólicos	   clave,	   como	   los	   niveles	   basales	   de	   glucosa	   y	   leptina	   o	   la	   tolerancia	   a	   la	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa,	  parámetro	  que	  determina	  de	  manera	  indirecta	  la	  resistencia	  a	  la	  insulina.	  	  Por	   otro	   lado,	   a	   los	   10	   meses	   de	   edad	   observamos	   un	   incremento	   del	   peso	  corporal	   y	   de	   los	   niveles	   circulantes	   de	   leptina	   que	   no	   se	   acompañó	   de	   cambios	  significativos	  en	   los	  niveles	  circulantes	  de	   insulina,	  a	  pesar	  del	   incremento	  de	  glucosa	  en	  sangre.	  Estos	  datos	  sugieren	  que	  la	  obesidad	  anticipa	  el	  deterioro	  metabólico	  propio	  de	   la	  edad,	   toda	  vez	  que	   los	  machos	  de	  4	  meses	  de	  edad	  con	  sobrepeso	  ya	  mostraron	  estas	  mismas	  alteraciones	  metabólicas.	  En	  este	  sentido,	  a	  pesar	  de	  que	   la	  SL	  per	  se	  no	  provocó	   alteraciones	   significativas	   de	   los	   parámetros	   metabólicos	   analizados	   en	  muestro	  trabajo,	  si	  predispuso	  a	  la	  aparición	  de	  respuestas	  adversas	  a	  otros	  estímulos	  obesogénicos,	  como	  lo	  demuestra	  el	  hecho	  de	  que	  los	  animales	  SL	  alimentados	  con	  una	  HFD	  desde	  el	  destete	  mostraran	  una	  clara	  alteración	  de	  la	  homeostasis	  de	  la	  glucosa	  con	  respecto	  a	  los	  demás	  grupos	  experimentales.	  Estos	  resultados	  destacan	  la	  importancia	  de	   los	   hábitos	   nutricionales	   durante	   las	   etapas	   tempranas	   del	   desarrollo	   como	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principales	   determinantes	   de	   la	   salud	   metabólica	   en	   la	   edad	   adulta,	   enfatizando	   la	  importancia	  de	  prevenir	  hábitos	   alimenticios	   inadecuados	  durante	   estas	   etapas	   (p.	   ej.	  evitando	  el	  sobrepeso	  y	  la	  obesidad	  infantil).	  Por	   otra	   parte,	   en	   nuestro	   trabajo	   también	   analizamos	   el	   impacto	   de	   estas	  manipulaciones	  obesogénicas	  sobre	   la	   función	  gonadotrópica	  en	   los	  machos	  de	  4	  y	  10	  meses.	  En	  estos	  animales	  el	  avance	  de	  la	  edad	  indujo	  una	  disfunción	  del	  eje	  reproductor	  que	  se	  manifestó	  por	  una	  	  disminución	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  T.	  Aunque	  nuestros	  análisis	  no	  permiten	  descartar	  que	  en	  estos	  animales	  haya	  una	  posible	  alteración	  en	  la	  respuesta	  gonadal	  a	  gonadotropinas,	  nuestras	  observaciones	  sugieren	  que	  el	  avance	  de	  la	   edad	   produjo	   un	   fallo	   a	   nivel	   central	   que	   se	   caracterizó,	   entre	   otras,	   por	   una	  alteración	   de	   las	   respuestas	   de	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   del	   núcleo	   ARC	   al	   control	  por	  retroalimentación	  negativa	  de	  la	  T.	  Estas	  respuestas	  alteradas	  se	  evidencian	  por	  la	  coexistencia	   bajos	   niveles	   de	   T	   con	   una	   reducida	   expresión	   del	   ARNm	   de	  Kiss1	   en	   el	  ARC.	  Por	  el	  contrario,	  nuestros	  datos	  indican	  que	  el	  avance	  de	  la	  edad	  no	  parece	  afectar	  a	   las	   neuronas	   GnRH,	   ya	   que	   éstas	   mantienen	   intacta	   su	   respuesta	   a	   Kp-­‐10,	   ni	   a	   la	  capacidad	  de	  la	  hipófisis	  de	  sintetizar,	  almacenar	  y	  liberar	  gonadotropinas	  y	  responder	  a	  GnRH,	  ya	  que	  ésta	  responde	  con	  un	  aumento	  de	  gonadotropinas	  a	  GnRH	  ya	  sea	  porque	  se	  administre	  exógenamente	  o	  en	  respuesta	  a	  Kp-­‐10.	  Al	  analizar	  los	  efectos	  del	  consumo	  de	  una	  HFD	  en	  los	  machos	  de	  4	  meses	  de	  edad	  detectamos	  un	  deterioro	  en	  diferentes	  parámetros	  reproductivos,	   tales	  como	   los	  niveles	  circulantes	  de	  T,	  LH,	   la	  expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	  y	   la	  respuesta	  de	  LH	  a	  Kp-­‐10.	   Sin	   embargo,	   la	   sobrenutrición	   postnatal	   per	   se	   no	   provocó	   alteraciones	  importantes	  de	  la	  función	  gonadotrópica.	  La	  disminución	  de	  los	  niveles	  séricos	  de	  T	  tras	  HFD	   en	   machos	   de	   4	   meses	   de	   edad	   se	   puso	   de	   manifiesto	   independientemente	   del	  patrón	  de	  ingesta	  postnatal,	  y	  se	  asoció	  con	  una	  reducción	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  enzimas	  reguladoras	  de	   la	  esteroidogénesis	   testicular	  (341),	  como	  StAR	  y	  P450scc.	  La	   supresión	  de	   la	   función	   esteroidogénica	   inducida	  por	  HFD	   en	   ratas	  macho	   adultas	  jóvenes	   se	   considera	   relevante.	   Así,	   además	   de	   sus	   efectos	   obvios	   sobre	   el	   sistema	  reproductor,	   la	   T	   ha	   sido	   propuesta	   recientemente	   como	   una	   destacada	   hormona	  metabólica	   involucrada	   en	   numerosas	   funciones	   celulares	   y	   tisulares,	   por	   lo	   que	   los	  factores	   que	   afectan	   a	   los	   niveles	   circulantes	   de	   T	   podrían	   provocar	   un	   importante	  impacto	  no	  solo	  en	  la	  función	  reproductora,	  sino	  también	  en	  la	  salud	  metabólica	  (342).	  En	  este	  sentido,	  se	  ha	  asociado	  la	  falta	  de	  T	  a	  un	  incremento	  de	  los	  depósitos	  de	  grasa	  visceral,	   una	   reducción	   de	   la	   sensibilidad	   a	   la	   insulina,	   un	   empeoramiento	   de	   la	  tolerancia	   a	   la	   glucosa	   y	   a	   presentar	   niveles	   elevados	   de	   triglicéridos	   y	   colesterol	   en	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sangre,	  alteraciones	  normalmente	  encontradas	  en	  pacientes	  con	  síndrome	  metabólico	  y	  diabetes	  de	  tipo	  2	  y	  que	  contribuyen	  a	  aumentar	  el	  riesgo	  cardiovascular	  (342).	  Es	  importante	  destacar	  que	  la	  caída	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  T	  observada	  en	  los	  animales	  alimentados	  con	  la	  HFD	  no	  se	  asoció	  a	  un	  incremento	  compensatorio	  en	  los	  niveles	  séricos	  de	  gonadotropinas,	  aumento	  que	  se	  observaría	  en	  el	  caso	  de	  que	   la	  HFD	   provocara	   un	   impacto	   exclusivamente	   a	   nivel	   testicular,	   lo	   que	   sugiere	   que	   el	  consumo	  de	   esta	  dieta	  podría	  producir	  una	   alteración	  del	   eje	  HHG	  a	  nivel	   central.	  De	  hecho,	   la	  HFD	  provocó	  una	  caída	  en	   los	  niveles	  basales	  de	  LH	  en	   los	  machos	  SL	  y	  una	  disminución	   en	   la	   respuesta	   de	   LH	   a	   Kp-­‐10	   en	   los	   animales	   NL.	   Además,	   los	  machos	  SL/HFD	  de	   4	  meses	   de	   edad	  mostraron	  una	  disminución	   en	   los	   niveles	   del	  ARNm	  de	  
Kiss1	  en	  el	  núcleo	  ARC,	  a	  pesar	  de	  que	  estos	  animales	  presentaban	  bajos	  niveles	  de	  T.	  Debido	   a	   la	   acción	   de	   retroalimentación	   negativa	   de	   la	   T	   sobre	   la	   expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	  (343),	  tal	  reducción	  de	  los	  niveles	  de	  T	  circulante	  debería	  haber	  provocado	   un	   aumento	   compensatorio	   de	   los	   niveles	   de	   expresión	   hipotalámica	   de	  
Kiss1	  y,	  por	  lo	  tanto,	  de	  los	  niveles	  séricos	  de	  LH,	  lo	  que	  probablemente	  hubiera	  evitado	  la	  reducción	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  T	  en	  los	  machos	  SL/HFD	  de	  4	  meses	  de	  edad.	  En	  su	  conjunto,	  estas	  observaciones	  sugieren	  que	  la	  HFD	  provoca	  una	  inhibición	  de	  los	  elementos	  centrales	  del	  eje	  HHG	  incluso	  en	  edades	  adultas	  tempranas.	  La	  posibilidad	  de	  que	   esta	   disminución	   de	   la	   expresión	   de	   Kiss1	   en	   el	   ARC	   observada	   en	   los	   machos	  SL/HFD	  pudiera	  estar	  causada	  por	  un	  aumento	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  estrógenos	  parece	   improbable;	  de	  hecho,	   en	  este	   grupo	  experimental	   se	  detectó	  una	   caída	  en	   los	  niveles	   séricos	   de	   esta	   hormona,	   lo	   que	   refuerza	   la	   hipótesis	   de	   que	   la	   HFD	   podría	  provocar	  un	  impacto	  a	  nivel	  central	  sobre	  el	  sistema	  Kiss1	  hipotalámico.	  	  Hasta	  el	  momento,	  han	  sido	  muy	  pocos	   los	  estudios	  que	  han	  caracterizado	   la	  inhibición	  sobre	  el	  eje	  HHG	  inducida	  por	  la	  HFD	  a	  nivel	  hipotalámico,	  y,	  de	  hecho,	  éstos	  se	  han	  centrado	  en	  las	  hembras	  (329,	  344).	  Nuestro	  trabajo	  amplia	  y	  complementa	  uno	  de	  estos	  trabajos	  citados	  anteriormente,	  que	  muestra	  que	  la	  obesidad	  inducida	  por	  una	  HFD	  disminuye	   la	  expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	   en	  ratones	  hembra	  (329).	  Por	  otro	  lado,	   estudios	   adicionales	   publicados	   por	   nuestro	   grupo	   de	   investigación	   han	  demostrado	   que	   la	   sobrenutrición	   postnatal	   incrementa,	   en	   lugar	   de	   disminuir,	   la	  expresión	   hipotalámica	   de	   Kiss1	   en	   las	   ratas	   hembra	   durante	   la	   transición	   puberal	  (142).	   Adicionalmente,	   análisis	   por	   qPCR	   demostraron	   que	   la	   ingesta	   de	   una	   HFD	  durante	  cortos	  periodos	  de	  tiempo	  (<3-­‐semanas)	  inducen	  un	  incremento	  en	  los	  niveles	  del	   ARNm	   de	   Kiss1	   hipotalámico	   en	   ratas	   hembras	   (345).	   En	   su	   conjunto,	   estas	  observaciones	  sugieren	  un	  efecto	  dual	  inducido	  por	  la	  HFD/obesidad	  sobre	  la	  expresión	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hipotalámica	   de	   Kiss1.	   Así,	   la	   HFD/obesidad	   produciría	   un	   incremento	   inicial	   de	   la	  expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1,	  mientras	  que	  a	  largo	  plazo	  causaría	  una	  reducción	  de	  su	   expresión,	   lo	   que	   podría	   ayudar	   a	   explicar	   los	   complejos	   efectos	   inducidos	   por	   el	  sobrepeso	  sobre	  el	  eje	  reproductor	  a	  lo	  largo	  de	  la	  vida	  de	  un	  individuo.	  Otro	   aspecto	   importante	   a	   destacar	   es	   que	   el	   consumo	  de	   una	  HFD	  desde	   el	  destete	  anticipó	  el	  deterioro	  en	  los	   índices	  reproductores	  observados	  con	  la	  edad.	  Así,	  las	  ratas	  macho	  de	  10	  meses	  de	  edad	  presentaron	  signos	  de	  senescencia	  reproductora,	  como	  una	  disminución	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  T	  y	  una	  disminución	  en	  la	  expresión	  hipotalámica	   de	   Kiss1,	   incluso	   en	   ausencia	   de	   insultos	   obesogénicos	   (NL/CD).	   Estas	  mismas	  alteraciones	  reproductoras	   fueron	  observadas	  en	   los	  machos	  alimentados	  con	  una	  HFD	  ya	  a	   los	  4	  meses	  de	  edad.	  Además,	   la	  HFD	  por	  si	  misma	  provocó	  un	   impacto	  negativo	  en	  determinados	  parámetros	  reproductores	  a	  los	  10	  meses	  de	  edad,	  como	  en	  los	   niveles	   basales	   de	   LH,	   FSH	   y	   en	   la	   respuesta	   de	   LH	   a	   Kp-­‐10.	   Estas	   observaciones	  documentan	  el	  efecto	  deletéreo	  del	  consumo	  de	  una	  HFD,	  que	  parece	  no	  solo	  anticipar,	  sino	  también	  agravar	  la	  senescencia	  reproductora	  del	  eje	  HHG	  en	  los	  machos.	  	  Nuestro	  estudio	  también	  es	  el	  primero	  en	  documentar	  el	  impacto	  negativo	  del	  consumo	   de	   una	   HFD	   sobre	   la	   magnitud	   de	   la	   respuesta	   secretora	   de	   LH	   tras	   la	  administración	   de	   Kp-­‐10	   en	   ratas	   macho.	   Es	   interesante	   resaltar	   que	   este	   efecto	  inhibidor	  fue	  de	  mayor	  magnitud	  al	  que	  indujo	  la	  HFD	  sobre	  la	  respuesta	  secretora	  de	  LH	   a	   GnRH	   a	   los	   10	   meses	   de	   edad.	   De	   hecho,	   los	   machos	   SL/HFD	   no	   mostraron	  cambios	   en	   la	   respuesta	   secretora	   de	   LH	   a	   GnRH	   con	   respecto	   al	   control	   (NL/CD),	  mientras	  que	  sí	  mostraron	  una	  disminución	  significativa	  de	  la	  respuesta	  de	  LH	  a	  Kp-­‐10.	  Estas	  observaciones	  sugieren	  que	  un	  componente	  muy	  importante	  de	  la	  disminución	  de	  la	   respuesta	  de	  LH	  a	  Kp-­‐10	  observada	  en	   los	  machos	  obesos	  se	  debe	  a	  una	  alteración	  primaria	  a	  un	  nivel	  por	  encima	  de	  la	  hipófisis,	  presumiblemente	  en	  las	  neuronas	  GnRH,	  principal	  diana	  de	  las	  kisspeptinas	  (203).	  Estudios	  previos	  realizados	  en	  roedores,	  han	  demostrado	  que	  determinadas	  manipulaciones	  nutricionales	   durante	  periodos	   cortos,	  como	  el	  ayuno,	  provocan	  un	  aumento	  en	  la	  respuesta	  de	  LH	  a	  Kp-­‐10	  (141,	  195).	  En	  la	  misma	   línea,	   un	   estudio	   reciente	   llevado	   a	   cabo	   en	   hombres	   obesos	   jóvenes	   con	  diabetes	  de	  tipo	  2	  ha	  documentado	  una	  importante	  respuesta	  de	  LH	  a	  la	  administración	  exógena	  de	  Kp-­‐10,	  a	  pesar	  del	  estado	  hipogonadotrópico	  mostrado	  por	  estos	  pacientes	  (346).	  En	  base	  a	  este	  conjunto	  de	  resultados	  podría	  proponerse	  que	  la	  respuesta	  de	  LH	  a	   Kp	   se	   vería	   influenciada	   de	   manera	   distinta	   por	   la	   obesidad	   dependiendo	   de	   su	  duración	   y	   magnitud.	   En	   este	   contexto,	   sería	   interesante	   analizar	   si	   los	   pacientes	  obesos/diabéticos	   presentan	   una	   disminución	   de	   la	   respuesta	   de	   LH	   a	   Kp-­‐10	   a	   largo	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plazo,	  mecanismo	  que	  podría	   contribuir	   a	   empeorar	   la	   función	   reproductora	   en	  estos	  individuos.	  	  Adicionalmente,	   nuestro	   estudio	   evaluó,	   en	  machos	   adultos,	   el	   impacto	   de	   la	  subnutrición	   durante	   el	   periodo	   de	   lactancia	   (LL)	   y	   del	   consumo	   de	   una	   HFD	   tras	   el	  destete	   sobre	   los	   mismos	   índices	   metabólicos	   y	   reproductores.	   De	   esta	   manera,	  quisimos	   valorar	   si	   una	   disminución	   persistente	   del	   peso	   corporal	   desde	   etapas	  tempranas	  del	  desarrollo	  induce	  algún	  efecto	  protector	  sobre	  el	  impacto	  gonadotrópico	  de	   la	  HFD	  o,	  por	  el	   contrario,	   si	   la	  subnutrición	  durante	   la	   lactancia	  podría	  empeorar,	  como	   se	   ha	   sugerido	   en	   estudios	   realizados	   en	   humanos,	   la	   salud	   metabólica	   y	  reproductora	  en	  la	  edad	  adulta.	  	  En	   relación	   a	   los	   parámetros	   metabólicos,	   la	   LL	   provocó	   una	   disminución	  persistente	   del	   peso	   corporal,	   ingesta	   diaria,	   niveles	   circulantes	   de	   leptina	   (en	   los	  animales	  de	  10	  meses	  de	  edad)	  y	  una	  aparente	  protección	  frente	  a	   la	   intolerancia	  a	   la	  glucosa	   inducida	   por	   una	   HFD.	   Sin	   embargo,	   en	   estos	   animales,	   la	   HFD	   indujo	  alteraciones	   en	   varios	   parámetros	   metabólicos,	   provocando	   un	   aumento	   del	   peso	  corporal,	   ingesta	  calórica	  diaria	  y	  de	   los	  niveles	  basales	  de	   leptina	  y	  glucosa.	  Por	  otro	  lado,	   la	   LL	   per	   se	   afectó	   a	   diferentes	   índices	   reproductores,	   aunque	   algunos	   de	   estos	  efectos	   dependieron	   de	   la	   edad.	   Así,	   los	   machos	   LL	   mostraron	   una	   disminución	  persistente	   en	   los	   niveles	   circulantes	   de	   T	   incluso	   a	   los	   4	   meses	   de	   edad.	   Por	   el	  contrario,	  en	  estos	  animales	   los	  niveles	  basales	  de	  LH	  se	  encontraron	  elevados,	   lo	  que	  sugiere	  una	  adaptación	  compensatoria	  que	  no	  se	  observó	  en	  los	  machos	  NL	  y	  SL.	  Estos	  resultados	   insinúan	   que	   los	  machos	   LL	   presentan	   algún	   grado	   de	   alteración	   primaria	  del	   desarrollo	   y/o	   la	   función	   testicular.	   Sin	   embargo,	   los	  machos	   LL	   desarrollaron	  un	  hipogonadismo	  hipogonadotrópico	  (bajos	  niveles	  circulantes	  de	  LH	  y	  T)	  con	  la	  edad,	  lo	  que	   sugiere	   igualmente	   un	   impacto	   a	   nivel	   central.	   Adicionalmente,	   en	   los	   machos	  subnutridos	   durante	   la	   lactancia,	   la	   HFD	   afectó	   considerablemente	   determinados	  índices	   reproductores,	   provocando	   una	   caída	   en	   los	   niveles	   basales	   de	   LH	   y	   de	   la	  respuesta	   de	   LH	   a	   Kp-­‐10	   tanto	   a	   los	   4	   como	   a	   los	   10	   meses	   de	   edad.	   Debido	   a	   la	  disminución	   inducida	  por	   la	  subnutrición	  postnatal,	   la	  HFD	  per	  se	  no	   indujo	  una	  caída	  adicional	  de	  los	  niveles	  basales	  de	  T.	  De	  nuevo,	  estas	  observaciones	  destacan	  el	  impacto	  de	   la	   HFD	   sobre	   los	   componentes	   centrales	   del	   eje	   HHG.	   Aunque	   para	   simplificar	  nuestro	  estudio	  no	  analizamos	  la	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  los	  machos	  LL,	  la	  comparación	  de	  nuestros	  datos	  farmacológicos	  de	  respuesta	  de	  LH	  a	  Kp-­‐10	  y	  GnRH	  sugieren	  que	  la	  HFD	  también	  provoca	  un	  impacto	  a	  nivel	  hipotalámico	  en	  este	  modelo	  de	  subnutrición	  temprana.	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5.2.2.	   IMPACTO	  SOBRE	  LA	  FUNCIÓN	  METABÓLICA	  Y	  GONADOTRÓPICA	  
EN	  HEMBRAS	  	  	  Existen	  datos	  en	   la	   literatura	  que	  demuestran	  una	  estrecha	  relación	  entre	   las	  señales	  metabólicas	  y	   la	   función	  reproductora	  en	  las	  hembras	  y	  que	  evidencian	  que	  la	  obesidad	  provoca	  un	  deterioro	  de	  la	  fertilidad	  femenina.	  Sin	  embargo,	  los	  mecanismos	  responsables	  de	  este	  efecto	  negativo	  no	  se	  han	  caracterizado	  en	  profundidad	  y,	  además,	  se	   ha	   prestado	   poca	   atención	   a	   la	   valoración	   del	   curso	   temporal	   del	   impacto	   del	  sobrepeso	  sobre	  la	  función	  gonadotrópica	  en	  hembras.	  Por	  lo	  tanto,	  en	  nuestro	  estudio	  decidimos	   centrarnos	   específicamente	   en	   analizar	   el	   impacto	   de	   la	   sobrenutrición	  durante	   la	   lactancia	   (SL)	   y/o	   la	   alimentación	   con	   una	   HFD	   tras	   el	   destete	   sobre	   la	  función	  metabólica	  y	  reproductora	  en	  ratas	  hembra	  a	  los	  4	  y	  10	  meses	  de	  edad.	  	  Al	  analizar	  los	  efectos	  metabólicos	  inducidos	  por	  estos	  insultos	  obesogénicos	  a	  los	   4	   meses	   de	   edad,	   observamos	   que	   la	   sobrenutrición	   postnatal	   sólo	   aumentó	  significativamente	   el	   peso	   corporal,	   sin	   provocar	   cambios	   en	   la	   ingesta	   diaria	   de	  energía,	  ni	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  leptina,	  insulina,	  glucemia	  basal	  o	  glucemia	  tras	  el	   OGTT.	   El	   hecho	   de	   que	   las	   hembras	   sobrealimentadas	   durante	   la	   lactancia	  presentaran	  un	  mayor	  peso	  corporal	  respecto	  a	   los	  animales	  control	  (NL/CD),	  a	  pesar	  de	   que	   su	   ingesta	   diaria	   fuera	   similar	   podría	   deberse	   a	   una	   disminución	   del	   gasto	  energético	   (347).	   La	   no	   afectación	   de	   los	   restantes	   índices	  metabólicos	   por	   la	   SL	   que	  observamos	   en	   nuestro	   estudio	   difiere	   parcialmente	   de	   lo	   descrito	   en	   la	   bibliografía	  (348-­‐350).	   Sin	   embargo,	   es	   razonable	   plantear	   que	   la	   magnitud	   de	   las	   alteraciones	  metabólicas	  inducidas	  por	  la	  sobrealimentación	  postnatal	  va	  a	  depender	  de	  la	  especie,	  la	  cepa	  y	  el	  background	  genético	  de	  los	  animales	  empleados	  en	  el	  estudio,	  lo	  que	  podría	  explicar	  el	  menor	  impacto	  de	  este	  insulto	  metabólico	  en	  nuestro	  modelo.	  	  Por	  otra	  parte,	  el	  hecho	  de	  que	  en	  animales	  normonutridos	  hasta	  el	  destete,	  el	  consumo	  de	  una	  HFD	  tras	  el	  mismo	  incremente	  significativamente	  el	  peso	  corporal	  y	  la	  glucemia	   tras	   el	   OGTT	   y,	   moderadamente,	   la	   ingesta	   diaria	   de	   energía	   y	   los	   niveles	  circulantes	   de	   leptina	   confirman	   la	   idea	   de	   que	   la	   sobrenutrición	   limitada	   al	   periodo	  infantil	   tiene	  menores	   repercusiones	  metabólicas	   a	   largo	   plazo	   que	   la	   sobrenutrición	  mantenida	  desde	  el	  periodo	  juvenil.	  	  La	  sobrenutrición	  durante	  todo	  el	  periodo	  de	  estudio	  (SL/HFD)	  empeoró	  todos	  los	  parámetros	  analizados,	  ya	  que	   indujo	  un	   incremento	  adicional	  del	  peso	  corporal	  y	  un	  presumible	  cuadro	  de	  resistencia	  a	  insulina	  que	  se	  evidencia	  por	  la	  coexistencia	  en	  estos	   animales	   de	   altos	   niveles	   de	   glucosa	   e	   insulina.	   Más	   aun,	   los	   animales	   SL	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alimentados	  con	  una	  HFD	  presentaron	  una	  significativa	  intolerancia	  a	  la	  sobrecarga	  oral	  de	   glucosa.	   Estos	   datos	   concuerdan	   con	   la	   observación	   en	   humanos	   de	   que	   una	  obesidad	  de	  instauración	  temprana	  desemboca	  con	  frecuencia	  en	  un	  cuadro	  de	  diabetes	  tipo	  2	  que	  se	  inicia	  con	  la	  aparición	  de	  resistencia	  a	  insulina	  e	  hiperglucemia	  (351).	  En	  todo	  caso,	  a	  pesar	  de	  las	  graves	  alteraciones	  metabólicas	  que	  induce	  la	  sobrenutrición	  temprana	   y	   mantenida	   en	   las	   hembras,	   nuestros	   datos	   indican	   que	   la	   afectación	   es	  menor	  que	  en	  los	  machos	  ya	  que	  estos	  presentaban,	  adicionalmente,	  alteraciones	  en	  la	  ingesta	   diaria	   e	   hiperleptinemia,	   parámetros	   que	   no	   se	   ven	   afectados	   en	   las	   hembras	  SL/HFD.	  Nuestros	  datos	  muestran	  que	  en	  las	  hembras	  normonutridas	  la	  edad	  provocó	  un	   incremento	  del	  peso	  corporal	  que,	  a	  diferencia	  de	   los	  que	  ocurre	  en	  machos,	  no	  se	  acompañó	   de	   modificaciones	   significativas	   de	   los	   niveles	   circulantes	   de	   leptina.	   La	  sobrenutrición	  durante	  la	  lactancia	  no	  modificó	  los	  efectos	  de	  la	  edad,	  mientras	  que	  el	  consumo	  de	  una	  HFD	  indujo	  una	  significativa	  hiperleptinemia.	  Más	  aun,	  la	  combinación	  entre	   ambos	   insultos	   obesogénicos	   provocó,	   a	   los	   10	  meses	   de	   edad,	   un	   significativo	  sobrepeso	   y	   una	   marcada	   hiperleptinemia.	   Estos	   resultados	   ponen	   de	   manifiesto	   un	  hecho	  ya	  observado	  en	  los	  machos	  y	  es	  la	  importancia,	  para	  el	  desarrollo	  a	  largo	  plazo	  de	   enfermedades	   metabólicas,	   de	   los	   hábitos	   nutricionales	   durante	   el	   periodo	   de	  lactancia,	  ya	  que	  afectan	  a	  la	  susceptibilidad	  a	  padecer	  enfermedades	  en	  la	  edad	  adulta	  desencadenadas	  por	  otros	  insultos	  metabólicos,	  como	  al	  consumo	  de	  una	  HFD.	  Además	  de	  estas	  alteraciones	  metabólicas,	   los	   insultos	  obesogénicos	   también	  provocaron	   alteraciones	   en	   la	   función	   gonadotrópica	   en	   la	   rata	   hembra.	   Así,	   la	  sobrenutrición	   durante	   la	   lactancia	   no	   modificó	   los	   pesos	   de	   útero	   y	   ovarios	   ni	   la	  duración	  de	  los	  ciclos	  estrales;	  sin	  embargo,	  esta	  manipulación	  nutricional	  produjo	  una	  disminución	  de	   los	  niveles	  circulantes	  de	  estradiol.	  El	  hecho	  de	  que	  en	  estos	  animales	  esté	   conservada	   la	   respuesta	  de	  LH	  a	   la	   administración	  exógena	  de	  Kp-­‐10	  nos	  podría	  indicar	   que	   éstos	   también	   presentan	   un	   fallo	   en	   el	   mecanismo	   de	   retroalimentación	  negativa	  de	  los	  estrógenos	  sobre	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  del	  núcleo	  ARC,	  como	  sugieren	  nuestros	  datos	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  animales	  hembra	  obesas.	  	  Adicionalmente,	  el	  consumo	  de	  una	  HFD	  tanto	  en	  los	  animales	  NL	  como	  en	  los	  SL	  redujo	  los	  niveles	  circulantes	  de	  LH	  y,	  por	  ello,	  de	  estrógenos	  en	  sangre,	  aunque	  esta	  caída	  no	  fue	  de	  suficiente	  entidad	  como	  para	  disminuir	  el	  peso	  de	  útero	  ni	  modificar	  la	  duración	  del	  ciclo	  estral.	  En	  los	  animales	  alimentados	  con	  una	  HFD,	  la	  explicación	  más	  plausible	  del	  déficit	  de	  LH	  es	  la	  disminución	  de	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  el	  núcleo	   ARC,	   lo	   que	   sugiere	   una	   alteración	   de	   las	   neuronas	   kisspeptidérgicas	   de	   este	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núcleo	   hipotalámico	   en	   estas	   condiciones	   de	   sobrepeso	   que	   las	   haría	   refractarias	   al	  mecanismo	   de	   retroalimentación	   negativo	   ejercido	   por	   los	   estrógenos.	   Aunque	   en	  nuestro	  trabajo	  no	  hemos	  medido	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  específicamente	  en	  los	  animales	  normonutridos	  durante	  la	  lactancia	  y	  alimentados	  con	  una	  HFD,	  es	  posible	  que	  estos	  también	  presenten	  una	  desensibilización	  de	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  a	  la	  retroalimentación	  negativa	  de	   los	  estrógenos;	  un	  efecto	  que	  ha	  sido	  demostrado	  en	  ratonas	  DBA/2J	  alimentadas	  con	  una	  HFD	  tras	  el	  destete	  (329).	  	  Además,	  nuestros	  datos	  indican	  que	  en	  las	  hembras	  SL/HFD	  el	  déficit	  de	  LH	  no	  se	  debe	  a	  un	  fallo	  en	  la	  respuesta	  de	  las	  neuronas	  GnRH	  a	  Kp-­‐10	  ni	  de	  las	  gonadotropas	  hipofisarias	  a	  GnRH,	  ya	  que	  la	  respuesta	  de	  LH	  a	  la	  administración	  exógena	  de	  Kp-­‐10	  en	  estos	  animales	  fue	  significativamente	  mayor	  a	  la	  encontrada	  en	  los	  animales	  del	  grupo	  control.	  En	  concordancia	  con	  estos	  resultados,	  se	  ha	  descrito	  recientemente	  que	  adultos	  obesos	   jóvenes	   con	   diabetes	   de	   tipo	   2	   e	   hipogonadismo	   muestran	   una	   respuesta	  preservada	  a	  Kp-­‐10	  y	  a	  GnRH	  (346).	  Es	  un	  hecho	  comprobado	  que,	  ante	  la	  disminución	  de	   los	   niveles	   de	   señales	   estimuladoras,	   como	   neurotransmisores	   y	   hormonas,	   el	  organismo	  intenta	  compensar	  este	  déficit	  incrementando	  la	  sensibilidad	  a	  estas	  señales.	  En	  este	   sentido,	  nuestros	  datos	  podrían	   ser	   indicativos	  de	  una	  hipersensibilidad	  a	   las	  acciones	   estimuladoras	   de	   las	   kisspeptinas	   en	   las	   neuronas	   GnRH	   (y/o	   de	   las	   células	  gonadotropas	   hipofisarias	   al	   estímulo	   con	   GnRH)	   para,	   de	   esta	   manera,	   intentar	  compensar	   la	   disminución	   de	   los	   niveles	   de	   Kiss1/GnRH.	   Es	   especialmente	   llamativo	  que	  a	  pesar	  de	  la	  disminución	  observada	  en	  los	  niveles	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  núcleo	  ARC	   tanto	   en	  machos	   como	   en	   hembras	   obesas,	   la	   respuesta	   de	   LH	   a	  Kp-­‐10	   en	   estos	  animales	   sigue	   un	   patrón	   sexualmente	   dimórfico,	   estando	   significativamente	  aumentado	  en	  las	  hembras	  jóvenes	  y	  disminuido	  en	  los	  machos.	  	  A	  pesar	  de	  la	  disminución	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  LH,	  la	  combinación	  de	  la	   SL	   y	   la	   HFD	   provocó	   un	   aumento	   en	   los	   niveles	   séricos	   de	   FSH,	   efecto	   que	   no	   se	  detectó	   en	   los	  machos.	  Una	  posible	   explicación	   a	   este	   aumento	  podría	   ser	  que,	   en	   las	  hembras,	  la	  obesidad	  podría	  inducir	  una	  disminución	  de	  los	  niveles	  séricos	  de	  inhibina;	  efecto	  éste	  que	  ya	  ha	  sido	  descrito	  con	  anterioridad	  en	  mujeres	  obesas	  (352).	  	  Debido	  al	  mecanismo	  de	  retroalimentación	  positiva	  que	  ejercen	  los	  estrógenos	  sobre	  la	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  el	  AVPV,	  hubiéramos	  esperado	  que	  la	  caída	  de	  los	  niveles	  de	   estradiol	   mostrada	   por	   las	   hembras	   SL/HFD	   resultara	   en	   una	   disminución	   de	   la	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  este	  núcleo	  hipotalámico;	  sin	  embargo,	  observamos	  un	  aumento	  de	  los	  niveles	  de	  este	  mensajero	  en	  este	  área.	  Esto	  nos	  indica	  que	  en	  estos	  animales	  hay	  una	  alteración	  de	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  del	  AVPV	  que,	  en	  nuestro	  caso,	  no	  es	  lo	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suficientemente	   intensa	  como	  para	  modificar	  de	   forma	  significativa	   la	  duración	  de	   los	  ciclos	   estrales.	   Sin	   embargo,	   en	   ratonas	   se	  ha	  descrito	   recientemente	  que	   la	   obesidad	  inducida	  por	  una	  HFD	  altera	  la	  regularidad	  de	  los	  ciclos	  estrales,	  reduciendo	  el	  número	  de	  los	  mismos	  y	  disminuyendo	  el	  número	  de	  días	  de	  proestro	  (353).	  Nuestros	   resultados	   mostraron	   igualmente	   que	   la	   edad	   provocó	   con	   un	  descenso	  en	  los	  niveles	  circulantes	  de	  LH	  en	  las	  hembras	  normonutridas,	  lo	  que	  originó	  un	  déficit	  de	  producción	  de	  estradiol	  por	  el	  ovario	  y	  un	  incremento	  en	  la	  irregularidad	  de	   los	   ciclos.	   Al	   igual	   que	   en	   los	  machos,	   el	   avance	   de	   la	   edad	   produjo	   un	   fallo	   en	   la	  sensibilidad	  de	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  del	  núcleo	  ARC	  a	  los	  estrógenos,	  que	  se	  tradujo	  en	  una	  falta	  de	  incremento	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  respuesta	  a	  la	  disminución	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  estrógenos	  a	  los	  10	  meses	  de	  edad.	  De	  la	  misma	  manera,	  las	  neuronas	  kisspeptidérgicas	  del	  AVPV	  fueron	  incapaces	  de	  mostrar	  el	  esperado	  descenso	  de	   expresión	   del	   ARNm	  de	  Kiss1	   en	   respuesta	   al	   déficit	   de	   estrógenos.	   Además,	   dado	  que	  la	  administración	  exógena	  de	  Kp-­‐10	  en	  las	  ratas	  de	  10	  meses	  produjo	  un	  aumento	  de	   LH	   similar	   al	   observado	   en	   las	   ratas	   de	   4	  meses,	   es	   plausible	   que	   la	   capacidad	   de	  respuesta	  de	   las	  neuronas	  GnRH	   (y	  por	   extensión	  de	   la	   hipófisis	   a	   la	   acción	  de	  GnRH	  inducido	  por	  Kp-­‐10)	  no	  se	  vea	  afectada	  por	  la	  edad,	  al	  igual	  que	  ocurre	  en	  los	  machos.	  Nuestros	  estudios	  también	  ponen	  de	  manifiesto	  una	  repercusión	  sexualmente	  dimórfica	  de	  la	  edad	  sobre	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC,	  ya	  que	  en	  los	  machos	  éstos	  disminuyeron	  a	  los	  10	  meses	  y	  en	  las	  hembras	  no	  se	  vieron	  modificados.	  Hay	   que	   destacar	   que	   en	   las	   hembras,	   al	   igual	   que	   en	   los	   machos,	   la	  alimentación	   con	   una	   HFD	   tras	   el	   destete	   anticipó	   los	   signos	   de	   senescencia	  reproductora.	   Así,	   tanto	   las	   hembras	   de	   4	   meses	   de	   edad	   alimentadas	   con	   una	   HFD	  (NL/HFD)	   como	   las	   control	   de	   10	   meses	   de	   edad	   alimentadas	   con	   una	   CD	   (NL/CD)	  mostraron	  bajos	  niveles	  circulantes	  de	  LH	  y	  estradiol.	  Además,	  el	  consumo	  de	  una	  HFD	  disminuyó	   la	   respuesta	   de	   LH	   a	   Kp-­‐10	   a	   los	   10	   meses	   de	   edad.	   Por	   su	   parte,	   la	  combinación	   de	   ambos	   insultos	   obesogénicos	   (SL/HFD)	   exacerbó	   la	   disminución	   del	  peso	  de	  útero	  que	  se	  produce	  con	  el	  avance	  de	   la	  edad,	  agravó	   la	  caída	  de	   los	  niveles	  circulantes	   de	   LH	   y	   estradiol	   y	   aumentó	   hasta	   el	   26%	   el	   número	   de	   animales	   que	  presentaban	   ciclos	   irregulares.	   El	   hecho	   de	   que	   en	   las	   hembras	   el	   sobrepeso	   a	   corto	  plazo	  aumente	  la	  respuesta	  de	  LH	  a	  Kp-­‐10	  y	  a	  largo	  plazo	  la	  disminuya	  indicaría	  que	  la	  obesidad	   de	   larga	   duración	   impacta	   negativamente	   sobre	   el	   sistema	   kisspeptinas/	  GnRH/LH.	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5.3.	   IMPACTO	   METABÓLICO	   Y	   GONADOTRÓPICO	   DE	  
ALTERACIONES	   DE	   LAS	   SECRECIONES	   GONADALES	   EN	  
DISTINTAS	  ETAPAS	  DEL	  DESARROLLO	  	  	  Se	   ha	  descrito	   que	   las	   alteraciones	   en	   las	   secreciones	   gonadales	   tanto	   en	   las	  fases	   tempranas	   del	   desarrollo	   como	   en	   la	   edad	   adulta	   no	   sólo	   afectan	   a	   la	   función	  reproductora,	  sino	  que	  también	  influencian,	  de	  modo	  notable,	  la	  homeostasis	  metabólica.	  Por	   lo	   tanto,	   en	   el	   último	  bloque	  de	  nuestro	   trabajo	   analizamos,	   en	   la	   edad	   adulta,	   el	  impacto	  metabólico	   y	   gonadotrópico	  de	   la	  manipulación	  de	   las	   secreciones	   gonadales	  en	   distintas	   fases	   del	   desarrollo	   (neonatal	   y	   adulta),	   así	   como	   su	   posible	   efecto	  sumatorio	  con	  diversas	  alteraciones	  nutricionales	  en	  el	  periodo	  postnatal.	  	  	  
5.3.1.	   IMPACTO	  SOBRE	  LA	  FUNCIÓN	  METABÓLICA	  Y	  GONADOTRÓPICA	  
DEL	  DÉFICIT	  DE	  ESTRÓGENOS	  	  	  En	  una	  primera	  aproximación,	  nos	  propusimos	  valorar,	  en	  hembras	  adultas,	  el	  impacto	   del	   déficit	   de	   secreción	   ovárica	   sobre	   la	   función	  metabólica	   y	   gonadotrópica	  mediante	   el	   uso	   de	   un	   modelo	   animal	   de	   menopausia	   (hembras	   OVX).	   En	   concreto,	  nuestro	   objetivo	   fue	   el	   de	   caracterizar	   el	   impacto	   metabólico	   y	   gonadotrópico	   de	   la	  ausencia	  de	  secreciones	  ováricas	  en	  hembras	  adultas	  que	  previamente	  ya	  habían	  sido	  sometidas	  a	  otros	  insultos	  obesogénicos.	  	  Los	  resultados	  obtenidos	  muestran	  que	  la	  eliminación	  de	  la	  secreción	  ovárica	  indujo	  un	  empeoramiento	  general	  de	  los	  índices	  metabólicos	  analizados,	  provocando	  un	  aumento	   muy	   marcado	   del	   peso	   corporal,	   de	   la	   ingesta	   diaria	   y	   de	   los	   niveles	  circulantes	  de	  leptina	  e	  insulina,	  además	  de	  una	  mayor	  intolerancia	  a	  la	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  grupos	  analizados,	  en	  línea	  con	  diversas	  observaciones	  previas	  (354,	  355).	  	  En	   líneas	   generales,	   los	   efectos	   metabólicos	   de	   la	   OVX	   se	   han	   atribuido,	  principalmente,	   al	  déficit	  de	  estrógenos	   (356,	  357).	  En	  este	   sentido,	  es	   sabido	  que	   los	  estrógenos	   actúan	   como	   señales	   de	   saciedad	   que	   van	   a	   participar	   en	   el	   control	   de	   la	  homeostasis	   energética	   mediante	   su	   interacción	   con	   otras	   señales	   orexigénicas	   y	  anorexigénicas,	   como	   la	   ghrelina,	   leptina	   o	   la	   insulina	   (358),	   y	   la	   modificación	   de	   la	  expresión	   de	   los	   principales	   neuropéptidos	   hipotalámicos	   que	   regulan	   el	   balance	  energético	  (359).	  De	  esta	  forma,	  en	  animales	  normonutridos,	   la	  pérdida	  de	  estrógenos	  causada	   por	   la	   OVX	   se	   tradujo	   en	   una	   hiperfagia	   acentuada	   que	   provocó	   un	   rápido	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aumento	  del	  peso	  corporal	  y	  de	   la	  acumulación	  de	  grasa	  (como	  evidencian	   los	  niveles	  elevados	  de	   leptina),	  que	  podría	  asociarse	  con	  una	  mayor	   intolerancia	  a	   la	  sobrecarga	  oral	  de	  glucosa.	  Además	  de	  este	  efecto	  de	   los	  estrógenos	  sobre	   la	   ingesta,	  se	  sabe	  que	  éstos	   también	  modulan	   el	   gasto	   energético.	   En	   concreto,	   los	   estrógenos	   provocan	   un	  aumento	   del	   gasto	   energético	   (114),	   por	   lo	   que	   al	   retirarlos	   se	   perdería	   este	   efecto	  estimulador,	  lo	  que	  adicionalmente	  contribuiría	  al	  aumento	  de	  peso	  corporal	  observado	  tras	  la	  OVX.	  Los	   resultados	   de	   nuestro	   modelo	   de	   menopausia	   demuestran	   que	   la	  asociación	   de	   ésta	   a	   otros	   insultos	   nutricionales	   más	   tempranos	   (como	   SL	   y	   HFD)	  produjo	   un	   deterioro	   muy	   notable	   del	   perfil	   metabólico,	   caracterizado,	   en	   términos	  absolutos,	  por	  valores	  máximos	  de	  peso	  corporal,	  niveles	  circulantes	  de	  glucosa,	  leptina	  e	   insulina	  y	  concentraciones	  plasmáticas	  de	  glucosa	  tras	  el	  OGTT.	  Estas	  observaciones	  documentan	  el	  impacto	  sumatorio	  de	  diversas	  alteraciones	  nutricionales	  y	  hormonales	  a	   lo	   largo	   de	   la	   vida	   y	   refuerzan	   la	   idea	   de	   que	   un	   control	   nutricional	   estricto	   desde	  etapas	  tempranas	  puede	  paliar,	  al	  menos	  en	  parte,	  el	  efecto	  deletéreo	  de	  la	  pérdida	  de	  secreciones	   ováricas	   sobre	   diversos	   parámetros	   metabólicos.	   En	   todo	   caso,	   es	   muy	  destacable	   que	   la	   OVX	   produjo	   per	   se	   un	   efecto	   negativo	   muy	   marcado	   y	   de	   rápida	  instauración	   también	   en	   animales	   normonutridos	   (NL/CD),	   de	   tal	   forma	   que	   ,en	  términos	   relativos,	   el	   efecto	   aislado	   del	   déficit	   de	   estrógenos	   sobre	   los	   índices	  metabólicos	  estudiados	  fue	  incluso	  más	  marcado	  en	  este	  grupo.	  Estos	  datos	  enfatizan	  el	  hecho	  de	  que	  los	  estrógenos	  (y	  eventualmente	  otras	  secreciones	  ováricas)	  constituyen	  moduladores	   metabólicos	   de	   primer	   orden,	   cuyas	   alteraciones	   pueden	   producir	   un	  impacto	  sobre	  parámetros	  clave,	  tales	  como	  el	  peso	  corporal,	  la	  ingesta	  y	  la	  homeostasis	  glucídica,	  similar	  en	  magnitud	  al	  de	  otros	  insultos	  obesogénicos	  más	  reconocidos,	  tales	  como	  la	  HFD.	  Estas	  observaciones	  apuntan	  a	  la	  posible	  utilidad	  de	  terapias	  hormonales	  sustitutivas	  en	  mujeres	  menopaúsicas	  con	  graves	  alteraciones	  metabólicas	  asociadas.	  	  Nuestro	  estudio	  se	  complementó	  con	  el	  análisis	  del	   impacto	  sobre	   la	   función	  gonadotrópica	  de	  diversas	  manipulaciones	  nutricionales	  en	  hembras	  OVX,	  con	  ausencia	  de	   secreciones	   ováricas.	   Como	   consecuencia	   del	   sistema	   de	   regulación	   por	  retroalimentación	   negativa	   que	   ejercen	   los	   esteroides	   sexuales	   sobre	   la	   expresión	  hipotalámica	   de	   Kiss1	   y	   la	   liberación	   de	   gonadotropinas	   (198),	   la	   OVX	   provocó	   un	  aumento	  consistente	  de	  los	  niveles	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  hipotalámico,	  que	  se	  acompañó	  de	   un	   incremento	   paralelo	   de	   los	   niveles	   circulantes	   de	   LH	   y	   FSH	   en	   los	   todos	   los	  grupos.	  Debido	  a	  la	  magnitud	  de	  este	  incremento,	  el	  impacto	  gonadotrópico	  provocado	  por	  los	  insultos	  obesogénicos	  quedó	  parcialmente	  enmascarado,	  de	  manera	  que	  sólo	  se	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observó	  un	  efecto	  inhibidor	  inducido	  por	  la	  HFD	  sobre	  la	  expresión	  hipotalámica	  global	  de	  Kiss1,	  sin	  que	  se	  apreciaran	  cambios	  detectables	  en	  los	  niveles	  séricos	  de	  LH	  y	  FSH.	  	  Por	   otro	   lado,	   cuando	   analizamos	   los	   niveles	   del	   ARNm	   de	   Kiss1	  específicamente	  en	  el	  núcleo	  ARC	  observamos,	   tanto	  en	   los	  animales	   control	   como	  en	  los	  animales	  obesos	  (SL/HFD),	  el	  esperado	  aumento	  de	  expresión	  de	  este	  neuropéptido	  debido	   al	   déficit	   de	   estrógenos.	   Además,	   en	   las	   hembras	   intactas	   se	   confirmó	   una	  disminución	   de	   los	   niveles	   del	   ARNm	   de	   Kiss1	   en	   el	   núcleo	   ARC	   inducida	   por	   la	  obesidad,	  ya	  documentada	  en	  experimentos	  previos	  en	  hembras	  adultas.	  Una	  tendencia	  inhibitoria	  similar	  inducida	  por	  los	  insultos	  obesogénicos	  SL	  y	  HFD	  fue	  detectada	  en	  las	  hembras	  OVX,	   si	  bien	  ésta	  no	  se	  alcanzó	  significación	  estadística,	  muy	  probablemente	  por	   la	   enorme	   estimulación	   de	   la	   transcripción	   de	   Kiss1	   en	   el	   ARC	   inducida	   por	   la	  ausencia	  de	  estrógenos.	  Por	  otro	  lado,	  la	  caída	  de	  los	  niveles	  circulantes	  de	  estrógenos	  provocada	   por	   la	   OVX	   disminuyó	   la	   expresión	   de	   Kiss1	   en	   el	   AVPV,	   sin	   que	   se	  observaran	  efectos	  adicionales	  inducidos	  por	  la	  sobrenutrición	  postnatal	  (SL/HFD).	  En	  todo	  caso,	  es	  destacable	  que	  el	   incremento	  en	  la	  expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	  en	  el	  AVPV	  inducido	  por	  la	  obesidad	  (SL/HFD)	  detectado	  en	  hembras	  intacta	  no	  se	  pudo	  de	  manifiesto	   en	   ausencia	   de	   estrógenos.	   Estos	   datos	   refuerzan	   la	   idea	   de	   un	   papel	  prominente	   de	   señales	   gonadales	   en	   el	   control	   de	   la	   expresión	   de	   Kiss1	   en	   áreas	  hipotalámicas	   clave,	   que	   es	   más	   relevante	   que	   el	   ejercido	   por	   otras	   de	   naturaleza	  metabólica.	  	  	  
5.3.2.	   IMPACTO	  SOBRE	  LA	  FUNCIÓN	  METABÓLICA	  Y	  GONADOTRÓPICA	  
DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  DEL	  AMBIENTE	  ESTEROIDEO	  NEONATAL	  	   Está	  bien	  establecido	  que	  niveles	  fisiológicos	  de	  esteroides	  gonadales	  durante	  el	   periodo	   perinatal	   (prenatal	   y	   postnatal	   temprano)	   determinan	   la	   diferenciación	  sexual	  normal	  del	  cerebro	  (360,	  361),	  mientras	  que	  niveles	  supra-­‐	  o	  infra-­‐fisiológicos	  de	  los	  mismos	  durante	  dichos	  periodos	  críticos	  ocasionan	  alteraciones	  que	  afectan,	  entre	  otros,	   al	   funcionamiento	   del	   eje	  HHG.	  Así,	   en	   hembras,	   la	   exposición	   perinatal	   a	   altas	  dosis	   de	   testosterona	   provoca	   la	   masculinización	   del	   patrón	   de	   liberación	   de	  gonadotropinas	  y	  del	  comportamiento	  sexual	  en	  la	  edad	  adulta	  (362).	  Por	  otra	  parte,	  en	  machos,	   tanto	   la	   castración	   neonatal	   como	   la	   exposición	   prenatal	   y/o	   postnatal	  temprana	   a	   compuestos	   anti-­‐androgénicos	   induce	   la	   feminización	   de	   los	   mismos	  parámetros	  y	  otras	  alteraciones	  en	  la	  función	  reproductora	  (319,	  320,	  362).	  	  Además	  de	  alteraciones	  en	  la	  función	  reproductora,	  se	  ha	  descrito,	  sobretodo	  en	   hembras,	   que	   los	   cambios	   en	   los	   niveles	   de	   andrógenos	   durante	   las	   etapas	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tempranas	  del	  desarrollo	  provocan	  trastornos	  metabólicos	  en	  la	  edad	  adulta.	  Así,	  datos	  de	  la	  literatura	  documentan	  que	  la	  exposición	  neonatal	  a	  testosterona	  en	  hembras	  cursa	  con	   un	   aumento	   del	   peso	   corporal,	   de	   la	   adiposidad	   y	   de	   los	   niveles	   circulantes	   de	  insulina	  y	   leptina,	  además	  de	  provocar	  resistencia	  a	   la	   insulina	   (118).	  De	  hecho,	  se	  ha	  postulado	   que	   el	   exceso	   de	   andrógenos	   en	   etapas	   tempranas	   provoca	   desórdenes	  metabólicos	   y	   alteraciones	   reproductoras	   similares	   a	   las	   observadas	   en	   mujeres	   con	  PCOS	   (363),	   por	   lo	   que	   este	   exceso	   temprano	   podría	   ser	   un	   posible	   mecanismo	  etiopatogénico	  para	  el	  desarrollo	  de	  esta	  patología	  de	  muy	  alta	  prevalencia	  (324).	  	  En	   este	   contexto,	   en	   el	   último	   bloque	   de	   nuestro	   trabajo	   de	   Tesis	   nos	  propusimos	   caracterizar	   en	   detalle	   el	   impacto	   metabólico	   y	   gonadotrópico	   del	  incremento	   neonatal	   de	   andrógenos	   en	   ratas	   hembra,	   valorando	   especialmente	   su	  posible	   efecto	   sinérgico	   con	  manipulaciones	   de	   la	   ingesta	   postnatal.	   Además,	   en	   este	  bloque,	  acometimos	  igualmente	  (a	  efectos	  comparativos)	  la	  caracterización	  del	  impacto	  metabólico	   y	   reproductor	   en	   ratas	  macho	   adultas	   del	   déficit	   neonatal	   de	   andrógenos,	  asociado	  o	  no	  a	  manipulaciones	  obesogénicas	  de	  la	  ingesta	  postnatal.	  En	   los	  machos,	   el	   bloqueo	  neonatal	  de	   andrógenos	  por	   la	   administración	  del	  anti-­‐andrógeno,	   FLU,	   provocó	   un	   moderado	   aumento	   del	   peso	   corporal	   y	   la	   ingesta	  diaria	  (7%),	  que	  se	  acompañó	  de	  un	  aumento	  de	  los	  niveles	  basales	  de	  insulina,	  leptina	  y	  glucosa;	  sin	  embargo,	  este	  bloqueo	  neonatal	  no	  afectó	  a	   la	   tolerancia	  oral	  a	   la	  sobre	  carga	   oral	   de	   glucosa.	   Sin	   embargo,	   y	   de	   forma	   muy	   curiosa,	   al	   analizar	   el	   impacto	  metabólico	   del	   bloqueo	   neonatal	   de	   andrógenos	   en	   los	   machos	   adultos	  sobrealimentados	   durante	   toda	   su	   vida	   (FLU/SL/HFD),	   observamos	   un	   cierto	   efecto	  protector	   de	   la	   anti-­‐androgenización	   neonatal	   ante	   la	   aparición	   de	   resistencia	   a	  insulina,	   ya	   que	   en	   estos	   animales	   el	   tratamiento	   neonatal	   con	   FLU	   indujo	   una	  disminución	  de	  los	  niveles	  basales	  de	  glucosa	  y	  una	  mejor	  respuesta	  al	  OGTT	  respecto	  a	  los	   machos	   SL/HFD.	   Aunque	   los	   mecanismos	   de	   este	   efecto	   protector	   son	   aun	  desconocidos,	   nuestras	   observaciones	   sugieren	   que	   las	   acciones	   tempranas	   de	   los	  andrógenos	  en	  el	  macho	  son	  determinantes	  en	  la	  definición	  del	  perfil	  metabólico	  adulto,	  y	  pudieran	  contribuir	  a	  definir	  el	  mayor	  impacto	  de	  otras	  manipulaciones	  obesogénicas	  en	  el	  sexo	  masculino.	  	  Por	   su	   parte,	   en	   las	   hembras,	   la	   androgenización	   neonatal	   provocó	   un	  destacado	   aumento	   del	   peso	   corporal	   (19%)	   y	   la	   ingesta	   diaria	   (12%),	   además	   de	  incrementar	   los	   niveles	   circulantes	   de	   glucosa	   y	   leptina	   e	   inducir	   una	   marcada	  intolerancia	  a	   la	  glucosa,	  evidenciada	  en	  los	  OGTT;	  hallazgos	  que	  confirman	  y	  amplían	  observaciones	   previas	   (118).	   Además,	   en	   contraste	   con	   los	   machos,	   se	   observó	   un	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efecto	   deletéreo	   sumatorio	   entre	   el	   exceso	   neonatal	   de	   andrógenos	   y	   los	   insultos	  obesogénicos.	   Así,	   las	   hembras	   androgenizadas	   y	   sobrealimentadas	   durante	   toda	   su	  vida	   (PT/SL/HFD)	   mostraron	   un	   incremento	   adicional	   de	   la	   ingesta	   diaria,	   del	   peso	  corporal	   y	   de	   los	   niveles	   circulantes	   de	   leptina	   e	   insulina,	   así	   como	   una	   marcada	  intolerancia	  a	  la	  sobrecarga	  oral	  glucosa.	  En	  términos	  globales,	  nuestros	  datos	  sugieren	  que	   la	   exposición	   a	   altos	   niveles	   de	   andrógenos	   en	   etapas	   críticas	   (tempranas)	   del	  desarrollo	   inducen	   una	   maculinización	   del	   perfil	   metabólico,	   que	   se	   traduce	   en	   un	  agravamiento	   máximo	   de	   los	   índices	   metabólicos	   ante	   la	   concurrencia	   de	  androgenización	   temprana	   y	   otros	   insultos	   obesogénicos	   en	   etapas	   posteriores	   de	   la	  vida.	  	   Por	  otro	  lado,	  en	  el	  ámbito	  gonadotrópico,	   la	  administración	  neonatal	  de	  FLU	  en	  machos	  no	  modificó	  el	  peso	  testicular	  ni	  los	  niveles	  séricos	  de	  T	  y	  FSH;	  sin	  embargo,	  éstos	   presentaron	   un	   incremento	   en	   las	   concentraciones	   circulantes	   de	   LH.	   Este	  aumento	   de	   LH	   podría	   ser	   consecuencia	   de	   una	   alteración	   testicular	   primaria	   de	   la	  síntesis	  de	  T,	  que	  por	  el	  mecanismo	  de	  retroalimentación	  negativa	  T/LH	  produjera	  un	  incremento	  de	  LH	  suficiente	  para	  normalizar	  los	  niveles	  de	  T.	  El	  hecho	  de	  que	  en	  estos	  animales	  no	   se	  observara	  un	  aumento	  en	   los	  niveles	   séricos	  de	  FSH	  podría	  deberse	  a	  que	   la	   liberación	  de	   esta	  hormona	   se	   encuentra	   regulada	  de	  manera	   específica	  por	   la	  acción	  directa	  de	  las	  inhibinas	  sobre	  la	  hipófisis.	  Por	  otro	  lado,	  hay	  que	  destacar	  que	  en	  los	  machos	   obesos	   (SL/HFD),	   la	   administración	   neonatal	   de	   FLU	  provocó	   un	   impacto	  sobre	   la	   función	   gonadotrópica	   en	   la	   edad	   adulta	   similar	   al	   observado	   en	   los	  machos	  control,	   lo	   que	   descartaría	   un	   posible	   impacto	   sumatorio	   del	   bloqueo	   androgénico	  neonatal	  y	  los	  insultos	  obesogénicos	  sobre	  el	  eje	  gonadotrópico.	  Nuestros	   estudios	   también	  mostraron	  que	  el	   impacto	  de	   la	  manipulación	  del	  ambiente	   esteroideo	   neonatal	   sobre	   la	   función	   gonadotrópica	   en	   la	   edad	   adulta	   fue	  mucho	  mayor	  en	  las	  hembras	  que	  en	  los	  machos.	  En	  este	  sentido	  pudimos	  constatar	  que	  el	   exceso	   neonatal	   de	   andrógenos	   en	   hembras	   provocó	   un	   cuadro	   de	   hipogonadismo	  hipogonadotropo	   caracterizado	   por	   infertilidad,	   atrofia	   ovárica,	   bajos	   niveles	  circulantes	   de	   LH	   y	   estradiol.	   Además,	   las	   hembras	   androgenizadas	   presentaron	   un	  descenso	  muy	  marcado	  de	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  Kiss1	  en	  el	  núcleo	  ARC	  y	   el	   AVPV;	   efecto	   éste	   que	   ya	   había	   sido	   documentado	   en	   el	   AVPV	   por	   resultados	  propios	  y	  de	  otros	  grupos	  (185,	  364).	  Así,	   los	  niveles	  supra-­‐fisiológicos	  de	  andrógenos	  durante	   el	   periodo	   neonatal	   provocaría	   en	   hembras	   alteraciones	   irreversibles	   del	   eje	  HHG	  que	  incluyen,	  entre	  otras,	  la	  masculinización	  del	  patrón	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  el	  ARC	   y	   el	   AVPV	   (185,	   203,	   364),	   toda	   vez	   que	   los	   machos	   presentan	   en	   condiciones	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normales	  niveles	  de	  expresión	  hipotalámica	  de	  Kiss1	  menores	  que	   los	  de	   las	  hembras.	  Estas	  alteraciones	  en	  los	  perfiles	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  en	  núcleos	  hipotalámicos	  clave	  explicaría,	   al	   menos	   en	   parte,	   la	   ausencia	   de	   ciclos	   estrales	   que	   causa	   la	   infertilidad	  observada	  en	  nuestro	  modelo.	  	  Adicionalmente,	   la	   androgenización	  neonatal	   aumentó	   los	  niveles	   circulantes	  de	  FSH	  en	  la	  edad	  adulta,	  a	  pesar	  de	  disminuir	  los	  de	  LH.	  Esta	  regulación	  diferencial	  en	  la	   secreción	   de	   gonadotropinas	   podría	   deberse	   a	   que	   la	   androgenización	   neonatal	  provocara	  una	   caída	  de	   los	  niveles	   circulantes	  de	   las	   inhibinas,	   lo	  que	   aumentaría	   los	  niveles	   séricos	   de	   FSH.	   Por	   otro	   lado,	   la	   androgenización	   neonatal	   incrementó	   la	  respuesta	   de	   LH	   a	   Kp-­‐10.	   Este	   aumento	   de	   respuesta	   fue	   de	   similar	   magnitud	   al	  provocado	  por	  la	  obesidad	  (SL/HFD)	  y,	  como	  se	  indicó	  en	  apartados	  anteriores,	  podría	  deberse	  a	   fenómenos	  de	  hipersensibilización	  a	  Kp-­‐10	  en	   condiciones	  de	  bajos	  niveles	  endógenos	  de	  expresión	  de	  Kiss1	  (tales	  como	  la	  androgenización)	  para,	  de	  esta	  manera,	  intentar	   compensar	   los	   niveles	   circulantes	   de	   gonadotropinas,	   profundamente	  suprimidos	  en	  este	  modelo.	  En	  todo	  caso,	  es	  importante	  destacar	  que	  la	  obesidad	  en	  ratas	  androgenizadas	  (PT/SL/HFD)	   no	   agravó	   el	   cuadro	   de	   hipogonadismo	   hipogonadotropo	   que	   éstas	  presentaron.	  Es	  posible	  que	  dada	  la	  gran	  afectación	  reproductora	  que	  induce	  el	  exceso	  neonatal	  de	  andrógenos	  en	  las	  hembras,	  un	  agravamiento	  adicional	  del	  cuadro	  debido	  a	  la	  obesidad	  no	  sea	  perceptible.	  En	  este	  sentido,	  estamos	  desarrollando	  en	  nuestro	  grupo	  estudios	   complementarios	   en	   otros	   modelos	   de	   androgenización	   (por	   ej.	   de	   inicio	  juvenil)	   con	   objeto	   de	   obtener	   una	   mejor	   estimación	   del	   impacto	   sumatorio	   que	   el	  exceso	  de	  andrógenos	  y	  otros	   insultos	  obesogénicos	  pudieran	   tener	  sobre	  el	  eje	  HHG,	  con	   el	   objetivo	   último	   de	   comprender	   las	   bases	   para	   las	   alteraciones	   gonadotrópicas	  observadas	  en	  cuadros	  como	  el	  PCOS.	  	  Finalmente,	   considerando	   que	   en	   un	   cuadro	   de	   PCOS	   se	   produce	   una	  resistencia	   a	   la	   insulina	   a	   nivel	   periférico,	   en	   nuestro	   trabajo	   caracterizamos	   las	  posibles	   repercusiones	   de	   la	   androgenización	   neonatal	   asociada	   a	   los	   insultos	  obesogénicos	   (SL/HFD)	   sobre	   la	   ruta	  metabólica	   de	   señalización	   de	   la	   insulina	   en	   el	  ovario.	   En	   este	   sentido,	   es	   conocido	   que	   la	   insulina	   va	   a	   llevar	   a	   cabo	   una	   serie	   de	  acciones	  en	  el	  ovario,	  de	  entre	  las	  cuales	  hay	  que	  destacar	  su	  efecto	  estimulador	  directo	  de	   la	   esteroidogénesis	   en	   las	   células	   de	   la	   granulosa	   y	   de	   la	   teca	   (365)	   y	   su	   efecto	  potenciador	  sobre	  la	  estimulación	  de	  la	  esteroidogénesis	  por	  las	  gonadotropinas	  (366).	  Por	  este	  motivo,	  en	  los	  últimos	  años	  se	  ha	  postulado	  que	  en	  situaciones	  de	  resistencia	  a	  la	   insulina	   no	   sólo	   se	   ven	   afectados	   los	   tejidos	  metabólicos	   (hígado,	  músculo	   y	   tejido	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adiposo),	   sino	   que	   también	   se	   podría	   alterar	   la	   sensibilidad	   a	   la	   insulina	   en	   el	   ovario	  (367).	   En	   este	   sentido,	   estudios	   clínicos	   y	   experimentales	   desarrollados	   en	   pacientes	  con	   diabetes	   de	   tipo	   1	   y	   2,	   que	   mostraban	   estados	   de	   déficit	   funcional	   o	   extrema	  resistencia	   a	   la	   insulina,	   han	   sugerido	   que	   esta	   hormona	   podría	   afectar,	   de	   manera	  directa	  o	  indirecta,	  al	  proceso	  de	  ovulación	  (368,	  369).	  	  La	   androgenización	   neonatal	   asociada	   a	   los	   insultos	   obesogénicos	   alteró	   la	  expresión	  ovárica	  de	  factores	  clave	  de	  la	  ruta	  de	  señalización	  de	  insulina,	  tanto	  a	  nivel	  de	   ARNm	   como	   de	   proteína,	   aunque	   de	   manera	   diferencial.	   Así,	   en	   nuestro	   modelo	  detectamos	  una	  disminución	  de	  los	  niveles	  del	  ARNm	  de	  IR	  y	  de	  los	  IRS1	  e	  IRS2,	  pero	  un	  aumento	   de	   los	   niveles	   proteicos	   de	   IRS1	   total,	   lo	   que	   indicaría	   que	   su	   expresión	   en	  términos	  de	  proteína	  se	  encuentra	  regulada	  por	  mecanismos	  post-­‐transcripcionales.	  Al	  estudiar	  los	  niveles	  proteicos	  de	  la	  forma	  fosforilada	  de	  IRS-­‐1	  (fosforilación	  inhibitoria)	  no	  observamos	  cambios	  frente	  a	  los	  animales	  control,	  lo	  que	  sugiere	  que	  este	  elemento	  upstream	  de	  la	  ruta	  de	  la	  insulina	  en	  el	  ovario	  no	  se	  ve	  afectada	  por	  la	  combinación	  de	  la	  androgenización	  neonatal	  y	  los	  insultos	  obesogénicos.	  En	  la	  misma	  línea,	  tampoco	  se	  encontraron	   alteraciones	   en	   los	   niveles	   proteicos	   de	   Akt-­‐P	   (fosforilación	   activadora),	  aunque	  si	  se	  detectó	  un	  aumento	  en	  los	  de	  Akt	  total.	  Sin	  embargo,	  la	  forma	  fosforilada	  (activa)	   de	   la	   proteína	   ribosomal	   S6	   sí	   presentó	   una	   disminución	   significativa	   de	   sus	  niveles	  en	  ovario	  en	  nuestro	  modelo	  de	  androgenización,	   lo	  que	   indica	  una	  afectación	  de	  la	  señalización	  de	  insulina	  en	  ovario	  en	  algún	  punto	  entre	  Akt	  y	  S6.	  La	  activación	  de	  la	  proteína	   ribosomal	   S6	   va	   a	   inducir	   la	   síntesis	   de	  proteínas	   y	   el	   crecimiento	   celular	  (370).	  Dado	  el	  posible	  papel	  que	  desempeña	   la	   insulina	  sobre	   la	  esteroidogénesis	  y	   la	  ovulación	  (365,	  369),	  la	  menor	  activación	  de	  S6	  podría	  contribuir	  a	  un	  mayor	  deterioro	  de	   la	   función	   ovulatoria	   en	   las	   hembras	   obesas	   androgenizadas.	   El	   hecho	   de	   que	   los	  niveles	   proteicos	   de	   IRS-­‐1	   y	   Akt	   se	   encontraran	   elevados	   en	   los	   animales	  androgenizados	   y	   sobrenutridos	   podría	   deberse	   a	   un	   mecanismo	   de	   regulación	   por	  retroalimentación	   negativa	   en	   la	   ruta	   intracelular	   de	   la	   insulina,	   de	   manera	   que	   al	  detectarse	  una	  disminución	  de	   la	  activación	  de	  S6,	  se	  produciría	  un	  incremento	  de	   los	  niveles	   de	   expresión	   de	   las	   proteínas	   upstream,	   como	   IRS-­‐1	   y	   Akt,	   para	   que	   éstas	  puedan	  ser	  activadas	  y	  compensar	  así	  la	  caída	  en	  los	  niveles	  de	  S6.	  En	   resumen,	   nuestros	   resultados	   indican	   que	   la	   androgenización	   neonatal	  asociada	   a	   los	   insultos	   obesogénicos	   provocó	   resistencia	   a	   la	   insulina	   en	   el	   ovario,	  afectando	   a	   la	   activación	   de	   elementos	   downstream	   de	   la	   ruta	   intracelular	   de	   la	  insulina.	  Nuestro	  estudio	  amplía	  y	  complementa	  otros	  trabajos	  en	  los	  que	  se	  describen	  alteraciones	  en	   la	  señalización	   intracelular	  de	   la	   insulina	  en	  el	  ovario	   inducidas	  por	  el	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consumo	   de	   una	   HFD	   o	   por	   la	   androgenización	   prenatal	   en	   roedores	   y	   ovejas	   no	  sometidos	  a	  otros	  insultos	  obesogénicos	  (371,	  372).	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6.	  CONCLUSIONES	  	  En	   la	   presente	   tesis	   doctoral	   nos	   propusimos	   caracterizar	   la	   función	  metabólica	   y	   gonadotrópica	   en	   varios	   modelos	   animales,	   de	   ambos	   sexos,	   generados	  mediante	  la	  exposición	  aislada	  o	  combinada	  a	  diferentes	  manipulaciones	  nutricionales	  y/u	   hormonales	   aplicados	   en	   distintas	   fases	   del	   desarrollo.	   Nuestros	   resultados	  permiten	  concluir	  que:	  
• Las	   manipulaciones	   nutricionales	   aplicadas	   durante	   las	   fases	   tempranas	   del	  desarrollo	   provocan	   un	   impacto	   sexualmente	   dimórfico	   sobre	   la	   edad	   de	  puesta	   en	   marcha	   de	   la	   función	   reproductora,	   presentando	   los	   machos	   una	  mayor	   sensibilidad	   a	   las	   alteraciones	   nutricionales	   durante	   el	   periodo	   de	  lactancia	  y	  las	  hembras	  a	  las	  que	  se	  producen	  durante	  la	  transición	  puberal.	  
• En	  ambos	  sexos,	  la	  sobrealimentación	  durante	  la	  lactancia	  provoca	  una	  mayor	  susceptibilidad	   a	   presentar	   alteraciones	   metabólicas	   en	   la	   edad	   adulta	  inducidas	  por	  el	  consumo	  de	  una	  HFD,	  aunque	  este	  efecto	  es	  más	  evidente	  en	  los	   machos.	   Esta	   observación	   destaca	   la	   importancia	   de	   los	   hábitos	  nutricionales	   durante	   las	   etapas	   tempranas	   del	   desarrollo	   como	   principales	  determinantes	  de	  la	  salud	  metabólica	  en	  la	  edad	  adulta.	  
• La	  obesidad	  induce	  una	  inhibición	  del	  eje	  gonadotrópico	  en	  ambos	  sexos	  que	  se	   asocia	   a	   una	   supresión	   de	   la	   expresión	   de	  Kiss1	   en	   el	   núcleo	   arcuato	   del	  hipotálamo	  y,	  en	  machos,	  a	  una	  disminución	  de	  la	  respuesta	  a	  kisspeptinas.	  	  
• Tanto	   en	   los	   machos	   como	   en	   las	   hembras,	   la	   obesidad,	   principalmente	  inducida	   por	   el	   consumo	   de	   una	   HFD,	   anticipa	   los	   signos	   de	   senescencia	  reproductora	  observados	  con	  el	  avance	  de	  la	  edad.	  	  
• El	  déficit	  de	  estrógenos	  en	  las	  hembras	  adultas	  provoca	  un	  empeoramiento	  de	  la	   función	  metabólica,	  de	  un	  orden	  de	  magnitud	  similar	  a	   la	  de	  otros	   insultos	  obesogénicos,	  como	  la	  HFD.	  La	  ocurrencia	  previa	  de	  dichos	  insultos	  agrava	  el	  perfil	   metabólico	   inducido	   por	   la	   pérdida	   de	   secreciones	   ováricas	   en	   un	  modelo	  de	  menopausia.	  
• La	   manipulación	   del	   ambiente	   esteroideo,	   y	   específicamente	   de	   los	  andrógenos,	  durante	  el	  periodo	  crítico	  neonatal	  produce	  un	   impacto	  sobre	  el	  perfil	   metabólico	   en	   la	   edad	   adulta.	   Así,	   el	   bloqueo	   de	   las	   acciones	   de	   los	  andrógenos	   mejora	   el	   perfil	   metabólico	   en	   machos	   sometidos	   a	  manipulaciones	   obesogénicas,	   mientras	   que	   la	   androgenización	   neonatal	  
Conclusiones	  	  
	  179	  
agrava	   notablemente	   la	   función	   metabólica	   en	   hembras,	   especialmente	   si	  concurren	  otros	  insultos	  obesogénicos.	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